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El conocimiento molecular del fenómeno de proliferación celular y la identificación de 
las alteraciones moleculares en los reguladores básicos de la misma, nos abre un 
campo de estudio del cáncer humano, ya que la desregulación del ciclo celular parece 
ser un mecanismo universal que facilita la capacidad proliferativa de las células 
tumorales.  
Dos transiciones fundamentales para la activación de la proliferación celular, 
son las transiciones entre las fases G1 y S (G1/S), en la cual se generan las proteínas 
necesarias para la replicación del genoma, y la transición G2/M, donde se regula la 
entrada en mitosis y segregación de los cromosomas. Los fallos en estos mecanismos 
reguladores están asociados con cáncer. Por ello, este trabajo se basa en la 
generación y caracterización de modelos animales modificados genéticamente para 
producir modelos adecuados al cáncer humano. En concreto, en la regulación de la 
progresión de la fase G1 para la entrada en la fase S de replicación del DNA, mediante 
la generación de ratones Knock in (KI) de Cdk6 para producir proteínas kinasas 
resistentes a sus inhibidores. En segundo lugar, hemos analizado uno de los 
reguladores implicados en la correcta formación del huso mitótico y de las divisiones 
asimétricas, NuMA1, mediante la generación de un ratón condicional para un alelo 
nulo de este gen que expresa a su vez un marcador de color.  
 
SUMMARY: 
Cell cycle deregulation is a common alteration in human cancer. Tumour cells 
accumulate mutations that result in constitutive mitogenic signaling and defective 
responses to anti-mitogenic signals that contribute to unscheduled cell proliferation. 
 Two fundamental regulatory steps during cell cycle progression are the G1/S 
transition, required to synthesize S-phase genes and replicate the genome, and the 
G2/M transition, where cells evaluate the proper entry into M-phase and chromosome 
segregation. Alterations in these regulatory pathways are associated with cancer. We 
have generated and characterized specific genetically modified mouse models for G1/S 
or G2/M regulators. First, we have characterized the effect of a Cdk6 knock in allele 
that contais a mutation resistant to the INK4 inhibitors. In particular, we have analyzed 
progression through G1/S and the role of Cdk6 in the haematopoietic system. Second, 
we have characterized the effect of a conditional gene trap allele for NuMA1, a critical 
regulator of microtubule function and the mitotic spindle, and the consequences of 
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ADN/DNA: Ácido Desoxiribonucleico/ Desoxi ribonucleic Acid 
ADNc/cDNA: Ácido Desoxiribonucleico complementario / Commplementary Desoxi 
ribonucleic Acid 
ARN/RNA: Ácido ribonucleico/ Ribonucleic Acid 
ARNm: Ácido Ribonucleico mensajero 
BrdU: Bromodeoxiuridina 
BSA: Bovine Serum Albumin (albúmina de suero bovino) 
CD4: Cluster of Differentiation 4 (conglomerado de diferenciación 4) 
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Células ES: Células madre embrionarias (Embrionic Stem Cells) 
CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
Cy3: indocarbocyanina 
Cy5: indodicarbocyanina 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid (ácido etilendiaminotetraacético) 
ER: Estrogen receptor (receptor de estrógenos) 
FBS: Fetal Bovine Serum (suero fetal bovino) 
FITC: Isocianato de fluoresceína 
GFP: Green Flourescence Protein (proteína verde fluorescente) 
Ig: Inmunoglobulina 
KDa: KiloDalton 
KO: Animales o células derivadas de cepas deficientes en un gen (knock-out) 
KI: Animales o células derivadas de cepas con mutación en un gen (knock-in) 








pb: pares de bases 
PBS: Phosphate Buffered Saline (tampón fosfato salino) 
PCR: Polymerase Chain Reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
pRb: proteína del  retinoblastoma 
rpm: revoluciones por minuto 
RH: Recombinación Homóloga 
RPMI: Roswell Park Memorial Institute 
RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (reacción en cadena de 
la polimerasa con transcriptasa inversa)  
SDS: Sodium Dodecyl Sulphate (dodecil sulfato sódico) 
TE: Tris-EDTA 
Tg: Animales o células derivadas del animal transgénico 
TK: Timidina quinasa 
UAM: Universidad Autónoma de Madrid 
UTR: Untranslated region (región no codificante) 
WT: Animales o células derivadas de cepas silvestres (Wild Type) 
















































1.1 Ciclo celular y cáncer 
El desarrollo del cáncer es un proceso análogo al proceso evolutivo. Se caracteriza por 
la producción de una sucesión de cambios genéticos, los cuales confieren de una u 
otra manera algún tipo de ventaja selectiva. El resultado de esto es la transformación 
progresiva de células normales a células tumorales, es decir, con crecimiento 
aberrante y con nuevas características adquiridas debido al proceso mutagénico 
(Foulds, 1954; Nowell, 1976). 
Debido a la existencia de múltiples tipos y subtipos de cánceres, y la diversidad 
de tejidos en los que se pueden encontrar, todavía no está claro cuáles son las rutas 
moleculares que están alteradas para generar una célula tumoral o si estas rutas son 
las mismas en todos los tipos de tumores. Se han intentado resumir cuáles son las 
alteraciones fisiológicas comunes que pueden llevar al proceso tumoral, se pueden 
clasificar en seis, de las cuales es importante destacar la presencia de de un ilimitado 
potencial replicativo que poseen dichas células, ya que son autosuficientes en las 
señales de crecimiento e insensibles a las señales antimitogénicas, y por otro lado son 
capaces de evadir la muerte celular programada o apoptosis. A todo esto hay que 
añadir la habilidad de las células tumorales para evitar los controles internos que 
limitan el potencial de replicación del material genético y la capacidad que poseen para 
formar nuevos vasos sanguíneos y para invadir nuevos tejidos (Hanahan and 
Weinberg, 2000)  
Teniendo en cuenta todas las características necesarias para proporcionar un 
potencial maligno, cabe destacar la importancia que posee la desregulación del ciclo 
celular para el desarrollo tumoral. Muy frecuentemente, esta característica se obtiene 
gracias a la presencia de uno o más defectos en el control de la maquinaria que 
controla el ciclo celular; es decir, gracias a la alteración de los procesos que conducen 
a la replicación del ADN y la división celular y sus controles.  
Como ya se ha mencionado, las células tumorales acumulan mutaciones que 
conllevan a una proliferación descontrolada y además, la mayoría de los tumores 
adquieren inestabilidad cromosómica y genómica que dan lugar a cambios en el 
número de cromosomas o mutaciones adicionales. Estas alteraciones, no solo se 
traducen en una ventaja proliferativa, también se produce un aumento en la 
susceptibilidad a acumular alteraciones genéticas adicionales, que contribuyen a la 
progresión tumoral y a la adquisición de fenotipos más agresivos  
 Por lo tanto, podemos concluir que el concepto de cáncer como una 
enfermedad del ciclo celular más bien considera la desregulación del ciclo celular 





1.2. Ciclo celular en mamíferos. Puntos de control. 
El ciclo celular de las células eucariotas consiste en la progresión ordenada de la 
célula por las distintas etapas que culminan en la división celular (Norbury and Nurse, 
1992). Básicamente, esta progresión ha de asegurar la replicación del material 
genético, lo cual ocurre en la fase S (síntesis del DNA) y segregar este material y 
dividir el citoplasma en las dos células hijas (fase M o mitosis). La etapa de 
preparación para la fase S se conoce como G1 (gap 1), mientras que la interfase entre 
las fases S y M se conoce como G2 (gap 2). En mamíferos, la mayor parte de las 
células de un adulto están en una fase de quiescencia y por tanto no llevan a cabo 
ningún proceso del ciclo celular a no ser que alguna señal específica les obligue a ello.  
Por analogía, se dice que las células quiescentes que se encuentran fuera del 
programa de división celular se encuentran en G0 o fase de reposo (Figura 1)...  
Para que una célula en reposo (G0) o una célula que acaba de finalizar la 
mitosis comience los procesos que determinan la división celular, se han de cumplir 
unos requisitos que aseguren la conveniencia de tal 
división. Entre ellos, las células deben asegurarse de 
haber sufrido una división anterior adecuada y de 
estar sometidas a señales mitogénicas externas que 
indiquen la necesidad de esa división para el tejido. 
Estas premisas llevan al comienzo del ciclo celular y 
son evaluadas durante la etapa temprana de la fase 
G1. De hecho, el análisis de la dependencia en 
factores de crecimiento de las células en cultivo llevó 
a la definición del “punto de restricción” como aquel 
punto en G1 donde las células ya no son 
dependientes de los factores de crecimiento (Pardee, 
1974). Es decir, un punto de no retorno en G1 en el 
que las células ya se han comprometido a entrar en 
fase S y comenzar la síntesis del DNA. La duplicación del genoma es un proceso que 
requiere una gran cantidad de material y de energía y resulta en células tetraploides. 
No es sorprendente, por tanto, que una vez que las células han duplicado su genoma 
estén comprometidas a la división celular con independencia de factores externos. Si 
alguna catástrofe celular afecta el desarrollo de la replicación del DNA o alguna fase 
posterior del ciclo celular, el control de la progresión a través del ciclo celular recae en 
diversos puntos de control (checkpoints) localizados en diversas fases (Hartwell and 
Weinert, 1989). 
Figura 1: Fases del ciclo 
celular en mamíferos. R: punto 






Para evitar estos problemas y antes de entrar en fase S, las células se tienen 
que asegurar de que las condiciones ambientales son adecuadas para la división 
celular. Esta decisión recae en un grupo de procesos y reguladores que integran la 
información mitogénica y regulan la transición G1/S. Si la regulación de estos 
controladores está alterada no es difícil pensar que las células pueden comprometerse 
a la división celular en las condiciones no adecuadas y cooperar al desarrollo tumoral. 
Por otro lado, el mantenimiento de la integridad genómica es un evento crítico para 
prevenir una amplia variedad de efectos celulares, tales como la apoptosis, procesos 
de senescencia y transformación maligna (Draviam et al., 2004; Rajagopalan and 
Lengauer, 2004; Sanchez et al., 1996) y la correcta segregación de los cromosomas 
es esencial para el mantenimiento de un genoma intacto. Este proceso ocurre en 
mitosis, en esta fase del ciclo celular existe un punto de control, aunque el mecanismo 
completo aun no se conoce con claridad. Una de las propiedades comunes del cáncer, 
es la alteración en el número de cromosomas o aneuploidía. Para evitar que se 
produzca,  es necesaria una correcta organización y dinámica del huso acromático o 
mitótico, esta estructura dinámica, formada por microtúbulos que se extienden de un 
polo a otro de la célula en división, proporciona la base para una correcta segregación 
cromosómica (Kline-Smith and Walczak, 2004). 
1.3. Fases G1 y S 
1.3.1. CDKs y ciclinas 
Las quinasas dependientes de ciclina (Cdks), son proteínas quinasas heterodiméricas, 
compuestas por una subunidad catalítica, conocida como Cdk y una subunidad 
reguladora, conocida como ciclina. La regulación del ciclo celular está bien establecida 
gracias a estudios realizados en levaduras. En estos organismos, la progresión del 
ciclo celular está controlada por una sola Cdk, conocida como Cdc28 en 
Saccharomyces cerevisiae y Cdc2 en Schizosaccharomyces pombe, la cual se une a 
ciclinas específicas de las distintas fases del ciclo celular. El número de Cdks y de 
ciclinas se ha incrementado con la evolución, aunque sólo ciertos complejos Cdk-
ciclina son los que se piensa que controlan la progresión del ciclo celular. En el 
genoma de los mamíferos, existen doce loci que codifican para Cdks, pero sólo cinco 
de ellas, Cdk1, Cdk2, Cdk3, Cdk4 y Cdk6 están implicadas directamente en la 
progresión del ciclo celular (Malumbres y Barbacid, 2005) 
Según el modelo “clásico” de ciclo celular de mamíferos, los complejos 
específicos CDK-ciclina son responsables de la progresión de los eventos que tienen 




son detectadas en primer lugar por la expresión de las ciclinas de tipo D (D1, D2 y D3), 
las cuales se unen y activan Cdk4 y Cdk6 durante G1, la fase del ciclo celular en el 
que la célula se prepara para iniciar la replicación del ADN. La activación de este 
complejo lleva a la activación parcial de las proteínas de la familia pRB para permitir la 
expresión de las ciclinas de tipo E (E1 y E2), las cuales a su vez se unen y activan 
Cdk2 (Harbour et al., 1999). Los complejos Cdk2-ciclina E terminan de fosforilar a las 
proteínas de la familia pRB, produciendo su completa inactivación (Lundberg and 
Weinberg, 1998) (Figura 3). Cdk2 es de nuevo activado por la ciclina A2 al final de la 
fase S, para la progresión hasta la fase G2. Finalmente, Cdk1 es activado por ciclinas 
de tipo A, al final de G2, para facilitar el inicio de la mitosis. Una vez que se ha 
producido el desesamblaje de la membrana nuclear, las ciclinas A son degradadas, 
esto facilita la formación del complejo CDK1-ciclina B, responsable de la progresión de 
las células a través de la fase M. 
 Se han realizado estudios en ratones que nos demuestran que Cdk2, Cdk4 y 
Cdk6 no son esenciales para el ciclo celular en la mayoría de los tipos celulares, 
aunque la pérdida de cada una provoque un defecto en el desarrollo de tipos celulares 
especializados. Por ejemplo, Cdk4 es esencial para la proliferación de las células β del 
páncreas y las células lactotróficas de la hipófisis durante el desarrollo postnatal (Rane 
et al., 1999; Tsutsui et al., 1999). Por otro lado, la pérdida de Cdk6 causa problemas 
hematopoyéticos, en concreto, defectos en la serie eritroide (Malumbres et al., 2004). 
Solo en el caso de la eliminación de Cdk1 se ha visto un arresto en el ciclo celular, y 













Figura 2: Principales quinasas del ciclo celular y su papel en la progresión del mismo. En 
rojo se muestran las quinasas que están mutadas en algunos tipos de cánceres humanos 








Tabla 1: Modelos de ratón de Cdks 
Quinasa Genotipo Fenotipo Referencia 
Pérdida de función 
   
CDK1 Cdk1 mut/mut Letalidad embrionaria en las 
primeras divisiones 
(Santamaria et al. 2007) 
Esterilidad debido a defectos en 
meiosis 
CDK2 Cdk2 -/- 
 
(Ortega et al. 2003; Berthet et 
al. 2003) 
CDK4 Cdk4 -/- 
   
Diabetes y problemas postnatales 
de proliferación de algunas células 
endocrinas  
    
(Rane et al. 1999; Tsutsui et al. 
1999; Martin et al. 2003; Mettus 
2003; Jirawatnotai et al. 
2004;Moons et al. 2002) 
CDK6 Cdk6 -/- Anemia y defectos en proliferación 
de algunas células hemtopoyéticas 
(Malumbres, Sotillo et al. 2004) 
 (Malumbres et al., 2004) CDK2; CDK6 Cdk2 -/-; Cdk6-/- Viable. Genotipo idéntico al de los 
mutantes simples 
  
 (Malumbres et al., 2004) CDK4; CDK6 Cdk4 -/-; Cdk6-/- 
  
     
   
Letal embrionario tardío. Defectos 
en proliferación de precursores 
hematopoyéticos, especialmente de 






(Santamaria et al. 2007) 
   
Letalidad embrionaria en mitad de la 




Ganancia de función 






Diversos tipos de tumores con 
penetrancia completa 
 
(Sotillo, Dubus et al. 2001) 
 
 
Las quinasa mitóticas, tienen también una gran relevancia en el ciclo celular, ya que 
controlan, entre otras cosas, que la segregación cromosómica se produzca de forma 
correcta, evitando, como ya hemos comentado, la aparición de aneuploidías. Entre 
estas quinasas, además de Cdk1 existen otras como Plk1 (Polo like kinase 1), Aurora 
y las quinasas Nek. Estas enzimas están relacionadas con el ciclo de los centrosomas 





La actividad de los complejos Cdk/ciclina está controlada por dos familias de 
inhibidores, la familia INK4, que incluye a las proteínas p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y 
p19INK4d y la familia Cip/Kip, formada por las proteínas p21Cip1, p27Kip1 y p57Kip2 (Tabla 
2). Los miembros de la familia INK4 son inhibidores específicos de la quinasas Cdk4 y 
Cdk6, se unen a la región amino terminal de estas Cdks y actúan como inhibidores 
competitivos de las ciclinas D. Los cuatro miembros de la familia de proteinas INK4 
comparten un motivo estructural, las repeticiones de ankirinas (ankyrin repeats), que 
consisten en pares de hélices α antiparalelas unidas por los lados y conectadas por 
una serie de motivos horquilla (hairpin). Mientras que p16INK4a y p15INK4b presentan 
cuatro repeticiones de ankirina, las proteinas p18INK4c y p19INK4d presentan cinco (Ruas 
and Peters, 1998). Estos dominios estructurales están involucrados en la unión a la 
parte no catalílica de Cdk4 y Cdk6, en el lado opuesto al sitio de unión de las ciclinas 
D. La unión de las proteinas INK4 produce un cambio alostérico en Cdk4/6, lo cual 
lleva a una alteración en el sitio de unión de las ciclinas D y reduce la afinidad por el 
ATP (Pavletich, 1999). Finalmente, esto provoca una reducción de la actividad quinasa 
de Cdk4/6 (Figura 3).  
Las proteínas Cip/Kip por el contrario, sólo ejercen una actividad inhibitoria 
sobre los complejos heterodiméricos Cdk/ciclina aunque en el caso de los complejos 
Cdk4/6/ciclina D las proteínas Cip/Kip, al menos p21Cip1 y p27Kip1,  parecen contribuir a 
su estabilización. De hecho se ha postulado que los complejos Cdk4/6/ciclina D 
facilitan la progresion de la fase G1/S del ciclo no sólo fosforilando pRb sino también 
secuestrando a las proteínas Cip/Kip de su unión a los complejos Cdk2/ciclina E y así 
activando estos últimos (Sherr and Roberts, 1999). De hecho, la acción inhibitoria de 
las proteínas INK4 se ve reforzada por el hecho de que las proteinas INK4 desplazan a 
los inhibidores Cip/Kip de los complejos con Cdk4 y Cdk6, que se unen entonces a los 
complejos Cdk2/ciclina E provocando una inhibición de su actividad quinasa (Sherr 
and Roberts, 1999). 
La actividad quinasa de las Cdks en el ciclo celular, está muy controlada a 
distintos niveles, en los que se incluyen: interacción con las subunidades activadoras 
(ciclinas), unión a los inhibidores de las Cdks, fosforilación y desfosforilación, 































Figura 3: Progresión de G0 a la fase S en células de mamíferos. La figura representa la 
fosforilación de la proteína retinoblastoma, pRb, por la combinación de las ciclinas de tipo D y 
su asociación con las quinasas Cdk4 y Cdk6. Se produce una fosforilación adicional de pRb 
llevada a cabo por el complejo ciclina E y Cdk2. De esta manera, los factores de transcripción 
de la familia E2F-DP, dejan de estar inhibidos por pRb y son activos. Los inhibidores de la 
familia Cip / Kip (p21, p27 y p57) regulan la actividad de las quinasas que forman complejo con 
la ciclina D y E, mientras uqe los inhibidores de la familia INK4 (p15, p16, p18 y p19) se unen 
exclusivamente a CDK4 y CDK6.   
 
 
Como ya se ha descrito anteriormente, existen dos familias de inhibidores, 
INK4 y Cip / Kip. La unión a los complejos Cdk2 y Cdk1, bloquea la actividad quinasa 
de los mismos, aunque el papel de Cip o Kip no está del todo claro. Previamente se 
había observado que p21 y p27 eran esenciales en la formación de dichos complejos, 
pero esto no está del todo confirmado (Bagui et al., 2003; Sugimoto et al., 2002). 
Además, estos inhibidores son capaces de bloquear la actividad quinasa de Cdk4-
ciclina D y Cdk6-ciclina D, pero no a concentraciones estequiométricas (Sherr and 
Roberts, 1999). Existen evidencias recientes que demuestran que los inhibidores Cip y 
Kip pueden bloquear el ciclo celular en ausencia de Cdk2 o Cdk4 y Cdk6 (Malumbres 
et al., 2004; Martin et al., 2005), aunque puede que la actividad compensadora entre 
















    
Ciclina D1 Cdk4, Cdk6 Sensor mitogénico. Los niveles aumentan en G1 y se mantienen 
elevados durante todo el ciclo celular. Su deficiencia en ratones 
provoca una disminución en el tamaño y problemas en la retina y en la 
glándula mamaria durante el embarazo 
Ciclina D2 Cdk4, Cdk6 Se induce directamente por c-myc. Participa en la génesis de los 
testículos, ovarios y cerebro 
Ciclina D3 Cdk4, Cdk6 Sensor mitogénico. Los niveles aumentan en G1 y se mantienen 
elevados durante todo el ciclo celular 
Ciclina E1 Cdk2, Cdk3 Se induce después de la fosforilación inicial de Rb por Cdk4/6. Su 
función in vivo no ha sido todavía estudiada en animales modificados 
genéticamente. Sin embargo, su expresión en el locus de la ciclina D1 
es capaz de restaurar la mayoría de los defectos que se producen en 
los ratones deficientes en esta proteína 
Ciclina E2 Cdk2, Cdk3 Es similar a la ciclina E1, pero se expresa de forma diferente en los 
tejidos normales 
Inhibidores de Cdks    
p16INK4a Cdk4, Cdk6 Se induce en senescencia y ante estrés oncogénico. No es esencial en 
ratones pero su ausencia predispone al desarrollo de tumores 
p15INK4b Cdk4, Cdk6 Se induce por TGF-β, senescencia y estrés oncogénico. Se reprime 
por Myc. Su deficiencia predispone de una forma suave al desarrollo 
de tumores en ratón 
p18INK4c Cdk4, Cdk6 Altamente expresada en linfocitos. Su deficiencia en ratones da lugar a 
una incidencia significativa de tumores de pituitaria y otras neoplasias 
p19INK4d Cdk4, Cdk6 Sus niveles varian a lo largo del ciclo celular. Se degrada de forma 
dependiente del proteosoma 
p21Cip1 Todas las Cdks Es mediador de la supresión del crecimiento mediada por p53. Se 
induce por TGF-β y durante senescencia. Se reprime por Myc. Los 
niveles de proteina oscilan durante el ciclo celular; alcanzando el 
máximo en G1. Inhibe Cdk2 y estabiliza los complejos ciclina D-
Cdk4/6. La células que no tienen p21Cip1 tienen una respuesta 
defectuosa al daño al DNA y su ausencia in vivo predispone al 
desarrollo tumoral 
p27Kip1 Todas las Cdks Inhibe Cdk2 y estabiliza los complejos ciclina D-Cdk4/6. Media la 
supresión del crecimiento por TGF-β, inhibición por contacto, 
deprivación de suero, cAMP y otros, a pesar de no ser esencial como 
demuestran estudios genéticos en ratones 
p57Kip2 Todas las Cdks Se expresa en células diferenciadas. No se producen cambios en los 
niveles de proteínas en respuesta a señales mitogénicas o 
antimitogénicas. Su ausencia en ratones produce letalidad embrionaria 
debido a defectos en el desarrollo 
 
 
Las quinasas dependientes de ciclinas necesitan estar fosforiladas en un residuo de 
treonina para su correcta actividad catalítica, situado en una región específica 
denominada T loop. Esta fosforilación provoca un cambio en su conformación 
estructural y es llevada a cabo por los complejos CAK como el complejo Cdk7/ciclina H 




loop, que permite un mejor acceso del ATP, permitiendo la activación completa de la 
quinasa (Pavletich, 1999). Esta fosforilación es eliminada por una fosfatasa cuya 
identidad no es conocida aunque se ha propuesto como candidato a KAP/Cdi1 (Poon 
and Hunter, 1995).  
La actividad quinasa de las Cdks también está controlada por activación o 
inhibición mediante fosforilación y desfosfoliación (Malumbres and Barbacid, 2001). 
Por un lado, las quinasas Wee1 y Myt1 inhiben la actividad quinasa de los complejos 
Cdk-ciclina mediante su fosforilación, concretamente en los residuos de treonina y 
tirosina de la Cdk. La eliminación de estos fosfatos es llevada a cabo por las 
fosfatasas Cdc25 (de las cuales existen tres variedades, Cdc25A, B y C, en células de 
mamíferos), que de esta manera actúan como reguladores positivos de la actividad 
quinasa (figura 4). Mientras que las fosfatasas Cdc25B y C actúan en las fases S y 
G2/M del ciclo, Cdc25A actúa en la transición G1/S y es responsable de la activación 
de Cdk2. La regulación de Cdc25A es crítica en la parada en G1 en respuesta al daño 
al DNA (Mailand et al., 2000). Así, Cdc25A se degrada en respuesta a la radiación UV 
manteniendo a Cdk2 en un estado inactivo. Si las fosforilaciones que activan y las que 
inhiben se encuentran en la misma molécula, esto resulta en una quinasa inactiva 
(Figura 4) 
Diversos autores han indicado que la estabilidad proteica y localización 
subcelular juegan también un papel importante en la regulación de las Cdks (Yang and 
Kornbluth, 1999). Así, los complejos activos Cdk-ciclina se encuentran frecuentemente 
formando parte de complejos proteicos de mayor complejidad en los que se pueden 
encontrar proteínas del tipo chaperoninas como Hsp90 y otras moléculas que 
favorecen la formación de complejos estables como Cdc37. 
 
 
Figura 4: Mecanismos de regulación básicos 
de las Cdks. Para que sean activas, necesitan 
unirse a las ciclinas. Cdk4 y Cdk6 son inhibidas 
por unión directa a la familia de inhibidores de 
quinasas INK4. Por el contrario, los inhibidores 
Cip y Kip bloquean la actividad quinasa 
mediante la formación de un complejo trimérico 
inactivo. Las quinasas activadoras (CAK), son 
capaces de activar los complejos Cdk-ciclina, 
mediante la fosforliación del dominio de T-loop 
de la Cdk. Por otro lado, los complejos Cdk-
ciclina pueden ser regulados negativamente 
mediante la fosforilación en residuos 
adyacentes de treonina o tirosina, por las 
quinasas Wee1 y Myt1. Estas fosforilaciones 
inhibidoras, se pueden revertir con las 






Hasta ahora, sólo Cdk4 se ha encontrado mutado cáncer, en concreto en algunos 
casos de melanoma hereditario. Y además, se ha visto que la sobreexpresión de Cdk6 
está relacionada con leucemias y linfomas, como consecuencia de translocaciones 
cromosómicas (Malumbres and Barbacid, 2005). También se ha visto, que en ciertos 
tipos de cánceres, como sarcomas, gliomas, cáncer de mama, linfomas y melanomas, 
Cdk4 y Cdk6 se encuentran amplificados o sobreexpresados. Una fracción importante 
de casos de cáncer en humanos, portan mutaciones que implican una desregulación 
de la actividad Cdk. Entre éstas, se pueden incluir la sobreexpresión de ciclinas y la 
inactivación de los inhibidores de las Cdks, incluyendo miembros de las familias INK4 
y Cip/Kip (Malumbres and Barbacid, 2001). 
La desregulación de las Cdks, es un hecho frecuente en cáncer, por lo tanto, 
debido también a la facilidad en la elaboración de drogas contra las quinasas, se ha 
intentado desarrollar drogas que inhiban estas quinasas. Por el momento sin 
demasiado éxito (Shapiro, 2006), aunque existen evidencias recientes que sugieren 
que al menos algunas Cdks podrían ser dianas potenciales para intervenciones 
terapeúticas al menos en aquellos tumores que sobreexpresen las ciclinas de tipo D. 
La eliminación de Ciclina D1, uno de los activadores de Cdk4 y Cdk6, confiere 
resistencia a la inducción, por oncogenes como Ras o ErbB2, de carcinogénesis 
(Sicinski et al., 1996). 
Más recientemente, se ha demostrado que los ratones que expresan un 
mutante de Ciclina D1 que es capaz de unirse a Cdk4 o Cdk6 pero no lo activa, es 
resistente al cáncer de mama iniciado por ErbB2, a pesar de tener un desarrollo 
normal de la glándula mamaria (Landis et al., 2006). 
Existe una relevancia clara del control de la transición de la fase G1/S por las 
Cdks,  confirmada por la elevada frecuencia en la desregulación de las kinasas de G1, 
sobre todo Cdk4 y Cdk6, en las células tumorales. CDK4 en humanos se encuentra 
frecuentemente amplificada en sarcomas o gliomas, como también en otras 
enfermedades malignas (Khatib et al., 1993; Reifenberger et al., 1994). CDK6, por otro 
lado, se encuentra translocado en leucemias crónicas linfocítica (Cavazzini et al., 
2008), linfomas de células T (Santamaria et al., 2008), leucemia linfoblástica aguda de 
células T (Su et al., 2004), leucemia linfoblástica crónica de células B (Hayette et al., 
2003), linfomas no Hodgkin (Brito-Babapulle et al., 2002), gliomas y glioblastomas 
(Costello et al., 1997; Ruano et al., 2006), melanomas (Okamoto et al., 2005), 
adenocarcinomas de endometrio (Samuelson et al., 2008) o adenocarcinomas de la 
unión gastroesofágica (van Dekken et al., 2008). Se ha sugerido que CDK6 también 




esporádicos de médula de tiroides (Ruiz-Llorente et al., 2007) y se puede usar como 
marcador independiente de pronóstico en meduloblastomas (Mendrzyk et al., 2005). 
Además de estas alteraciones en los loci de CDK4 o CDK6, la mayoría de los 
tipos de tumores presentan una regulación positiva de estas quinasas, por expresión  
de las ciclinas D (en algunos casos debido a amplificaciones o translocaciones) o por 
inactivación de los inhibidores de los de las cilcinas D-Cdk4/6 (proteínas de la familia 
INK4). Al menos tres de estas proteínas inhibidoras, p16INK4a, p15INK4b y p18INK4c, se 
encuentran inactivadas en tumores debido a deleciones, mutaciones o 
hipermetilaciones de sus promotores y los modelos in vivo sugieren que la inactivación 
concomitante de estos inhibidores da lugar a un efecto oncogénico más fuerte 
(Krimpenfort et al., 2007; Ramsey et al., 2007). En concreto, la region cromosómica 
9p21 que codifica para p16INK4a y p15INK4b es uno de los locus más comúnmente 
mutados en el cáncer humano (Gil and Peters, 2006; Ortega et al., 2002). Es 
interesante destacar, que los pocos tumores asociados a mutaciones puntuales  que 
se han encontrado en p16INK4a y p18INK4c evitan la unión, y por lo tanto la inhibición de 
Cdk4/Cdk6 (Lapointe et al., 1996; Ranade et al., 1995). Por otro lado, se ha 
encontrado en Cdk4 la mutación punctual (Arg24 to Cys; R24C), que previene la union 
de los inhibidores INK4 en los pacientes con melanoma, que presentan la enfermedad 
de manera esporádica o hereditaria (Steitz et al., 2006; Zuo et al., 1996). Los ratones 
que portan esta mutación en el locus endógeno de Cdk4, desarrollan un amplio 
espectro de tumores  y son más susceptibles al desarrollo de melanoma (Sotillo et al., 
2001a; Sotillo et al., 2001b). La ausencia de inhibición de Cdk4 por todas las proteínas 
INK4 en los ratones Cdk4R24C/R24C, da lugar a un fenotipo más acusado que en el caso 
de la ausencia de los inhibidores INK4 por separado, como es de esperar por los 
papeles compensatorios entre estas proteínas (Krimpenfort et al., 2007; Latres et al., 
2000; Ramsey et al., 2007). Aunque las proteínas INK4 son funcionales de manera 
parcial en estos animals, ya que inhiben a Cdk6. 
 
Para entender el efecto único o combinado de la ausencia de inhibición de 
Cdk4 y Cdk6 por los inhibidores INK4, hemos generado un modelo de ratón knock in 
en el que el alelo normal de Cdk6 (Cdk6+) se ha sustituído por un alelo mutado, en el 
que la Arg31 (homóloga de la Arg24 en Cdk4) se ha reemplazado por una cisteína 
(Cys) (Cdk6R31C). Éste, constituye un modelo idóneo para estudiar la función y la 
regulación de Cdk6 in vivo en el control del ciclo celular y en el desarrollo de tumores. 
Es de destacar además, que este mutante por poseer una actividad quinasa 
desregulada puede proporcionar información importante sobre la validación de Cdk6 
como una diana terapeútica en cáncer humano y puede servir para estudios 




proliferación en tumores. La caracterización de estos mutantes conforma así el 
principal objetivo desarrollado en esta Memoria de Tesis Doctoral. Así mismo, 
disponemos en nuestro laboratorio de ratones knock in de Cdk4 R24C (Sotillo et al., 
2001a), lo cual supone una herramienta muy útil equivalente a la deficiencia completa 
de los inhibidores INK4. Ambos modelos han sido utilizados a lo largo de esta memoria 
para estudiar el efecto de la activación de una o ambas de estas proteínas en células o 
animales normales. La comparación entre la deficiencia en una o ambas de estas 
proteínas y su activación de una de ellas constituye el marco conceptual donde se 
desarrolla esta Memoria. 
1.4. Fases G2 y M 
La fase M, la cual combina la segregación de los componentes celulares o mitosis y la 
división de la célula en dos, o citoquinesis, es la fase morfológicamente más dinámica 
del ciclo celular. El objetivo más importante de la misma es la segregación de las 
cromátidas hermanas (cromosomas duplicados) en dos células nuevas, de tal manera 
que cada célula hija herede un juego completo de cromosomas. Además, cada célula 
hija debe recibir un centrosoma (el centro organizador de microtúbulos más importante 
de las células animales) y los complementos apropiados del citoplasma, junto con los 
orgánulos. 
 La entrada en mitosis, como ya hemos comentado en el apartado anterior, se 
induce por un incremento en la actividad de Cdk1-ciclina B, también conocida como 
MPF (mitosis promoting factor). MPF está regulado por las quinasas Myt1 y Wee1, que 
lo fosforilan e inactivan, por lo tanto, la desfosforilación es un paso limitante para la 
entrada en mitosis, llevado a cabo por las fosfatasas Cdc25. MPF activada, es capaz 
de fosforilar numerosos sustratos, incluyendo proteínas que se unen a los 
microtúbulos, importantes para la 
condensación de los cromosomas, la rotura  
de la membrana nuclear, el ensamblaje del 
huso mitótico y la separación de los 
centrosomas (Nigg, 2001)  
 La mitosis se divide en seis fases y 
los principales eventos de cada una de ellas 
en una célula animal se pueden resumir de 
la siguiente manera. Durante profase se 
inicia la condensación de la cromatina 
interfásica para dar lugar a los 
Figura 5: Esquema del aparato 
mitótico. Se muestran microtúbulos y 





cromosomas. Previamente, los centrosomas se han duplicado y separado, de esta 
manera, quedan definidos los polos del futuro huso mitótico. Al mismo tiempo, los 
centrosomas inician el proceso de nucleación de microtúbulos de manera muy 
dinámica, se reparten hacia todas las direcciones. Algunas proteínas que forman parte 
del punto de control (checkpoint) mitótico, como Bub1 y BubR1 son transportadas 
hasta los cinetocoros (estructuras proteicas especializadas asociadas con el ADN 
centromérico, o de la constricción central, de los cromosomas mitóticos, Figura 5). En 
el momento en el que se rompe la membrana nuclear, al inicio de prometafase, los 
cromosomas se extienden por el citoplasma y el checkpoint mitótico se activa en los 
casos en los que los cinetocoros de los cromosomas no están unidos a los 
microtúbulos del huso mitótico. Estos microtúbulos capturan los dos cinetocoros de las 
parejas de cromátidas duplicadas o cromátidas hermanas, se produce el 
silenciamiento del checkpoint mitótico y los cromosomas se alinean en la placa 
metafásica mediante una combinación de actividades motoras y dinámicas de los 
microtúbulos. En este punto, existe un balance de fuerzas muy bien controlado que 
mantiene a los cromosomas bajo una tensión que evita que se desplacen fuera de la 
placa metafásica. Una vez que todos los cromosomas se han capturado y están 
colocados como parejas de cromátidas hermanas (en metafase), se inhibe la señal de 
espera de anafase (checkpoint mitótico) y se inicia la anafase. Durante esta fase, las 
parejas de cromosomas duplicados se separan hacia los polos y los polos, a su vez, 
también se separan hacia la corteza celular (anafase A), el huso mitótico se alarga y 
se produce la separación de las cromátidas hermanas, junto con el inicio de la 
invaginación  de la membrana plasmática a la altura de la placa metafásica. 
Finalmente, en telofase, la cromatina deja de estar condensada, se forma  un anillo 
contráctil de actina y miosina, se vuelve a formar la membrana nuclear y se termina la 
citoquinesis (Figura 6) (Suijkerbuijk and Kops, 2008) 
 
Figura 6: Resumen de las fases de Mitosis. Mediante círculos verdes, se indican los 
centrosomas, círculos rojos o blancos, los cinetocoros, líneas verdes, los microtúbulos que 
forman el huso mitótico y en azul el ADN, bien en forma de cromosomas o condensado, o bien 
en forma de cromatina interfásica o no condensados y la membrana nuclear mediante línea 





Los mecanismos de vigilancia de la fase M, también llamados checkpoints, aseguran 
el orden y ejecución correctos de los eventos del ciclo celular. Se cree que existen 
varios chekpoints que controlan el paso a través de la fase M en varios estadios 
(Burke, 2000; Russell, 1998). Algunos, están bien caracterizados, pero en otros casos, 
no está clara su existencia. El “checkpoint de la estructura del ADN”, que arresta las 
células en la transición G2/M, en respuesta a ADN no replicado o dañado (Russell, 
1998) y el “checkpoint del ensamblaje del huso mitótico”, que previene el inicio de 
anafase hasta que todos los cinetocoros de los cromosomas están unidos a los 
microtúbulos de manera bipolar o que controla la tension que se forma a partir de una 
correcta unión bipolar de las cromátidas hermanas (Hardwick, 1998), son los que han 
sido más estudiados, y por lo tanto, de los que más se sabe y entiende. Aunque 
existen datos que demuestran la existencia de un “checkpoint de posición del huso” 
que une la salida de la fase M con la orientación correcta del huso, aunque sólo se ha 
demostrado en Saccharomyces cerevisiae (Hoyt, 2000). Tampoco está clara la idea de 
que exista otro checkpoint que controle la separación de los centrosomas al principio 
de mitosis en células de mamífero (Lane and Nigg, 1996; Scolnick and Halazonetis, 
2000) (Figura 7).  
Figura 7: Checkpoints 
encargados de la  progresión 
a través de la fase M. 
“Checkpoint de la estructura del 
ADN” (A); “checkpoint de 
separación de centrosomas” (B); 
“checkpoint del ensamblaje del 
huso” (C); “checkpoint de 
posición del huso” (D). 
(adaptado de (Nigg, 2001) 
 
1.4.1. Punto de control mitótico 
Como ya hemos comentado anteriormente, este punto de control o checkpoint controla 
la unión de los microtúbulos a los cinetocoros y/o la tensión generada por dicha unión 
de las cromátidas hermanas. 
 Mediante el uso de mutantes en levaduras, se han identificado seis genes 
relacionado con este checkpoint, las quinasas Mps1p, Bub1p y su pareja Bub3p, y las 
tres proteínas Mad1p, Mad2p y Mad3p (Hardwick, 1998). Estudios en células animales 
confirman la importancia de la fosforilación en esta señal (Andersen et al., 1997; 
Gorbsky, 1997; Nicklas, 1997). Esto, junto con el hecho de que el checkpoint de 
ensamblaje del huso no se activa únicamente en respuesta a daño del huso, 
contribuye a una correcta coordinación en el inicio de anafase para cada ciclo celular 




De acuerdo con el modelo actual, los cambios estructurales inducidos por la unión de 
los microtúbulos, se traduce, a través de fosforilaciones, en una señal bioquímica. En 
vertebrados, se ha propuesto que en esta señal mecánico-química está involucrada 
una interacción molecular entre la Krp (kinesin related motor proteins) Cenp-E y la 
quinasa BubR1(Abrieu et al., 2000; Chan et al., 1999; Yao et al., 2000). Se cree que 
los cinetocoros, que se empiezan a ensamblar en profase recluyen MAD1 (mitotic 
arrest deficiente homologue 1), Mad2, Mps1 (monopolar spindle 1), Bub1, Bub3, 
BubR1 y Cenp-E (centromere protein E) en los casos en que no están unidos a los 
microtúbulos. Estos, funcionan como sitios de ensamblaje continuo y liberación de los 
complejos Mad2-Cdc20, que impiden la activación de APC/CCdc20. Para que este 
proceso se pueda llevar a cabo de forma dinámica, la actividad quinasa de BubR1 es 
esencial para la señalización del checkpoint y se activa por unión a Cenp-E. Cuando el 
último cinetocoro se une a los microtúbulos, la señal de inhibición del complejo Mad2-
Cdc20 cesa, permitiendo de esta manera que Cdc20 se disocie de Mad2 y se active 
APC/C; como resultado, securina, que se encuentra inhibiendo a separasa, la proteasa 
que rompe las cohesinas que mantienen unidas las cromátidas hermanas, se degrada 
(mediante ubiquitinación, Ub). También se degrada de la misma manera, ciclina B1 y 
se lleva a cabo la anafase (Figura 8). Este modelo deja muchas preguntas sin 
responder, como puede ser el hecho de cómo interaccionan entre ellas las quinasas 
que se encuentran en los centrómeros o cinetocoros. Tampoco está claro porqué las 
células de mamífero expresan dos miembros de la familia Bub1 (Bub1 y BubR1), ya 
que parece redundante puesto que ambas son necesarias para la señalización del 


















Figura 8: Checkpoint del ensamblaje del huso. Mad2* representa la conformación alterada 
de Mad2, la cual es capaz de bloquear la interacción entre Cdc20 y APC/C. Bub1 y BubR1, 
activan las kinasas MAP (Shapiro et al., 1998; Zecevic et al., 1998). Plk1(Arnaud et al., 1998; 
Wianny et al., 1998) y aurora B (Adams et al., 2000) también se sabe que están localizadas en 
los cinetocoros, esto sugiere que podrían tener una función en la señalización  o silenciamiento 





1.4.2. Estructura del huso, dinámica y regulación.  
En los organismos eucariotas, el huso mitótico está formado por microtúbulos que se 
extienden desde dos polos opuestos. Estos microtúbulos son clindros huecos que se 
forman a partir del ensamblaje de heterodímeros de α/β-tubulina, que se asocian 
longitudinalmente para formar protofilamentos, 13 de éstos se asocian lateralmente y 
crean el entramado celular de microtúbulos (Desai and Mitchison, 1997) (Figura 9) 
 
 
Figura 9: Estructura general de los 
microtúbulos. En naranja, α-tubulina y en 
azul β-tubulina. Se destaca un 




Los microtúbulos mantienen una polaridad y se orientan de manera uniforme. Las 
subunidades de β-tubulina están expuestas al polo positivo o de polimerización más 
rápida, que se encuentra en el lugar de anclaje de las cromátidas a los cinetocoros y 
también se extienden lejos de los polos. Y las subunidades de α-tubulina están 
expuestas al polo negativo o de polimerización más lenta del microtúbulo, que se 
encuentran en los polos del huso. 
 Existen varios tipos de microtúbulos en las células animales (Figura 5):  
• Las fibras K o microtúbulos del cinetocoro, los cuales mantienen el anclaje de 
los cromosomas al huso y permite su alineación y segregación (McIntosh et al., 
2002; Rieder and Salmon, 1998) 
• Los microtúbulos interpolares, algunos de los cuales se extienden hasta la 
zona media del huso, con lo que se superponen con los microtúbulos del polo 
opuesto. Su función principal es la de ayudar a estabilizar el huso bipolar en 
prometafase y metafase y permitir de esta manera, la separación de los polos 
del huso al final de mitosis (Scholey et al., 2003). 
• Microtúbulos astrales, los cuales se extienden hacia fuera del huso. Son 
importantes para la colocación del huso mitótico, especialmente cuando se 
producen eventos como las divisiones tempranas de los embriones de  
Caenorhabditis elegans  (Lyczak et al., 2002) 
 
La propiedad que tienen estos microtúbulos de “inestabilidad dinámica” o de 
crecimiento y acortamiento contínuo, se produce gracias a reacciones de hidrólisis de 




tubulina se produce su hidrólisis, por lo tanto la gran masa de polímero de 
microtúbulos está compuesta de tubulina asociada a GDP, mientras que los los 
heterodímeros que se han añadido recientemente, se encuentran unidos a GTP, estos 
obligan al resto del polímero a mantener una conformación recta y opuesta a la 
conformación curva a la que tienden los protofilamentos unidos a GDP. La energía 
resultante de la hidrólisis del GTP, se almacena en el entramado de microtúbulos. Este 
mecanismo describe el comportamiento de los microtúbulos, in vivo e in vitro, donde 
las poblaciones de microtúbulos contienen polímeros que están creciendo y otros que 
están acortándose, las transiciones entre estos dos estados son repentinas e 
impredecibles.  
Para una correcta segregación de los cromosomas durante la división celular, 
es necesaria una adecuada organización de los microtúbulos del huso mitótico. Esto 
depende de proteínas motoras  y no motoras. Éstas últimas poseen diversas 
funciones, que incluyen nucleación y organización de los microtúbulos, regulación de 
la forma y tamaño del huso, regulación de la dinámica y actividades motoras y también 
control de la segregación cromosómica y la progresión del ciclo celular. Estas 
proteínas no motoras presentas distinta localización y patrón en mitosis y muchas 
contribuyen a más de una actividad funcional en el huso. Dada esta complejidad, estas 
proteínas muestran patrones de expresión alterados en cáncer o se encuentran 
mutadas en enfermedades humanas. 
 Por otro lado, las proteínas motoras juegan un papel crucial, ya que promueven 
la organización antiparalela de los microtúbulos que emanan de los centrosomas, con 
los polos (-) dirigidos hacia los polos del huso y los polos (+) en continua conexión con 
los cromosomas, los cuales se alinean en el centro del huso en metafase. Las 
cromátidas hermanas de cada cromosoma duplicado, se mantienen pegadas en toda 
su longitud y se unen a los microtúbulos del huso a través de sus cinetocoros, que a 
su vez los conectan con los polos opuestos del huso. En metafase, el huso bipolar 
está preparado para empujar a las cromátidas hacia los polos opuestos, asegurando 
que las células hijas reciben el genoma completo. 
1.4.3. Orientación del huso mitótico en las divisiones asimétricas. 
Las interacciones de los microtúbulos astrales (microtúbulos que se dirigen desde los 
polos, hacia la corteza celular y el citoplasma) con la corteza celular y los sitios de 
anclaje citoplasmático, son la principal fuente de información para conocer la 
orientación del huso, aunque también la forma de la célula puede obligar a definirlo.  
La posición del huso implica la existencia de fuerzas de arrastre que se ejercen en los 




• Depolimerización de los extremos (+) de los microtúbulos astrales que 
permanecen anclados en la corteza celular. 
• Anclaje de los microtúbulos de los extremos (-) en la corteza y que están 
ejerciendo una actividad motora. 
• Translocación de los microtúbulos de extremos (+) por anclaje a proteínas 
motoras basadas en actina. 
En estos casos, la regulación de la longitud de los microtúbulos es esencial para una 
correcta orientación del huso, por lo que la “inestabilidad dinámica” de los microtúbulos 
desempeña un papel muy importante. 
El modelo en el que más estudios se han realizado sobre la orientación del 
huso es en Saccharomyces cerevisiae. Se ha comprobado que las proteínas más 
importantes están conservadas en organismos superiores. El eje de polaridad celular 
en este tipo de levaduras se usa para dirigir el crecimiento polarizado de la célula hija 














Figura 10: Corteza del neuroepitelio de mamíferos y orientación del huso. Se trata de un 
epitelio pseudoestratificado en el que se distinguen diversas capas: PC (placa cortical), ZI 
(zona intermediaria), ZSV (zona subventricular) y ZV (zona ventricular).  Modificado a partir de 
(Siller and Doe, 2009) 
 
En Drosophila, los estudios de divisiones asimétricas se han centrado en los 
neuroblastos (células progenitoras del sistema nervioso central). En estadios 
embrionarios, dichas células se dividen de manera asimétrica y perpendicularmente al 
plano del neuroectodermo, dando lugar a dos células distintas, una célula que se 
diferenciará y otra que se mantiene como neuroblasto. Para que esto ocurra, la 
orientación del huso tiene que estar muy bien regulada. 
 En mamíferos, los estudios son más limitados, se han centrado sobre todo en 
el estudio del neuroepitelio. A continuación, se resumen las principales etapas en el 
desarrollo del neuroepitelio (Figura 10): 
• Polaridad de la corteza celular: las células progenitoras del neuroepitelio 




Cdc42-Par3-aPKC-Par6 y la proteína transmembrana Prominina (Gotz and 
Huttner, 2005). La parte basal contiene la proteína LGN (Konno et al., 2008; 
Morin et al., 2007). 
• Orientación planar del huso (o perpendicular al eje apical/basal del progenitor 
del neuroepitelio). Para que esta orientación se produzca, se necesita  que 
LGN se encuentre en la parte baso-lateral de la célula. LGN se une a NuMA, la 
cual se asocia con el complejo dineína-dinactina (Merdes et al., 1996). Parece 
ser que LGN secuestra NuMA-dineína-dinactina hacia el dominio baso-lateral. 
Las uniones adherentes de la zona subapical también podrían mantener una 
indicación adicional para la orientación del huso, ya que β-catenina se 
encuentra formando parte de estas uniones y se une a la dineína (Morin et al., 
2007). La unión de NuMA o β-catenina a la dineína, son las responsables de la 
direccionalidad u orientación del huso. 
• Orientación apical/basal del huso (o paralelo al eje apical/basal del progenitor 
del neuroepitelio). Este tipo de orientación no es muy frecuente durante las 
fases de neurogénesis de la corteza (Konno et al., 2008), aunque si lo es en la 
retina (Cayouette et al., 2003; Cayouette and Raff, 2003) y en el caso de los 
progenitores epiteliales (Lechler and Fuchs, 2005). En la retina, en este tipo de 
divisiones se encuentra apicalmente la proteína mInsc, la cual se une a LGN 
(Lechler and Fuchs, 2005; Zigman et al., 2005) y lo recluta al polo apical de la 
célula, de esta manera, se reorienta el huso mitótico. LGN-NuMA se podría 
asociar con los microtúbulos a través de la unión de NuMA a dineína (Merdes 
et al., 1996) para empujar el huso hacia la corteza apical, aunque esto aun no 
está bien demostrado. Para que se forme el complejo LGN-NuMA, 
previamente, los  complejos de proteínas heterotriméticas G, compuesto por 
las subunidades α, β y γ se tienen que disociar, liberando la forma activa Gα-
GDP, que se une a los dominios TRP (tetratricopéptido)-GoLoco de LGN, 





Figura 11:  Orientación apical/basal del huso en el neuroepitelio de mamíferos. Al final de 
interfase y principios de profase, se establece la polaridad en la corteza celular. Las proteínas 
Par3-Par6-aPKC y Cdc42 se establecen en la parte apical, a las que se posteriormente se une 
NuMA-LGN-Gα (Knoblich, 2008). De esta manera se produce la orientación del huso en 
prometafase/metafase, para finalizar en anafase con un huso mitótico asimétrico dando lugar a 
dos células hijas de diferentes. 
 
En Drosophila, se conocen dos rutas que regulan la orientación de huso mitótico en 
neuroblastos. Por un lado Gα-Pins (LGN en mamíferos)-Mud (NuMA en mamíferos) y 
por otro Pins-Dlg-Khc73. Gα, Pins y Mud son miembros de la ruta del receptor G. 
(Bowman et al., 2006; Izumi et al., 2006; Parmentier et al., 2000; Schaefer et al., 2001; 
Schaefer et al., 2000; Siller et al., 2006; Yu et al., 2000). Este primer complejo se une 
al complejo de proteínas apicales Par mediante la proteína adaptadora Insc. Se sabe 
que  la ruta Gα-Pins-Mud tiene lugar porque se produce el reclutamiento de los 
complejos dineína-dinactina a la parte apical de la corteza, los cuales ejercen fuerzas 
de tracción que permiten que un centrosomas se mantenga en el polo apical, de esta 
manera, el huso se alinea siguiendo el eje de polaridad apical/basal. Aunque el 
complejo dineína-dinactina no se ha demostrado que se encuentre en la corteza apical 
de los neuroblastos (Siller and Doe, 2008; Siller et al., 2005), como tampoco se ha 
demostrado la interacción entre Mud y el complejo de dineína-dinactina. 
En la segunda ruta de orientación del huso está involucrada Pins, la proteína 
supresora de tumores Dlg (Disc large; un miembro de la familia PSD95 que contiene 
dominios PDZ, SH3 y GK) y la quinesina de los extremos (+) de los microtúbulos 
Khc73 (kinesin heavy chain 73). Cuando se disminuyen los niveles de Dlg o Khc73, se 
produce un defecto parcial en la orientación del huso, sin que se produzca ningún 
efecto en la polaridad cortical de Pins y Gα. 








































1. Analizar la relevancia de la regulación de Cdk6 en el ciclo celular y el desarrollo 
de tumores mediante la caracterización de ratones que portan una mutación en 
esta proteína que confiere insensibilidad a los inhibidores INK4. 
2. Estudiar la relevancia de los inhibidores INK4 in vivo mediante el estudio de 
células y ratones doblemente mutantes Cdk4R24C; Cdk6R31C, los cuales son 
completamente insensibles a estos inhibidores. 
3. Analizar la relevancia de la proteína NuMA en el control del huso mitótico y su 
posible relevancia en el desarrollo de diferentes patologías. 
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3.1. Ratones modificados genéticamente.  
En la Tabla 3 se pesenta un resumen de los modelos animales utilizados en la 
presente memoria. Todos los animales se mantuvieron en el animalario del Centro 
Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO, Madrid) atendiendo a las condiciones 
sanitarias y éticas requeridas por dicho animalario. Los ratones fueron observados 
diariamente y sacrificados en cuanto mostraron una enfermedad obvia. Todos los 
ratones modificados genéticamente y los cruces entre ellos se mantuvieron en un 
fondo genético mixto 129/SvJxC57BL6/J.  
 
Tabla 3: Cepas de modelos de ratón utilizados. Tg: transgénico. GT: gene trap. 
Cepa   Modificación genética Origen 
Cdk4 R24C Alelo knock in que expresa el mutante 
R24C de Cdk4 
(Rane et al. 1999) 
p53 Alelo deficiente en p53 IMR Colony,   The Jackson 
Laboratory 
Tg-K14-CreERT2 Ratones transgénicos que expresan Cre 
bajo el control del promotor MMTV 
(específico de mama) 
(Indra et al. 2000) 
RERT-Cre Alelo knock in que permite la expresión 
ubicua pero inducible de Cre.  
(Mijimolle et al. 2005) 
Tg-MMTV-Cre Ratones transgénicos que expresan Cre 
bajo el control del promotor MMTV 
(específico de mama) 
(Ahmed et al. 2002) 
Tg-Nestin-Cre Ratones transgénicos que expresan Cre 
bajo el control del promotor  de la nestina 
(específico del sistema nervioso central) 
IMR Colony,   The Jackson 
Laboratory 
Tg Cre Ratones transgénicos que expresan Cre 
bajo el control del promotor CMV 
(Barlow et al., 1995) 
Cdk6 R31C Alelo knock in que expresa el mutante 
R31C de Cdk6 
Este trabajo 
NuMA cGT Alelo knock in con inserción vector gene 
trap condicional que permite expresar 




Las secuencias genómicas de ratón (129SVJ) de Cdk6 se obtuvieron de una librería 
genómica del fago lambda. Se amplificaron mediante PCR, con oligos específicos y 
usando una polimerasa de alta fidelidad (Expand Fidelity PCR System, Roche). De 
esta manera, se obtuvieron los brazos de homología que se clonaron en el vector 
pBH48 (Rane et al., 1999) 
 Para la mutación en el exón 1 (R31C), se subclonó el fragmento en un vector 
intermediario y posteriormente se realizó la mutagénesis dirigida (QuickChange 
Mutagenesis kit, Qiagen). El vector diana resultante, pMM507, fue linearizado y 
electroporado  en células madre embrionarias de ratón R1, y los clones recombinantes 
se seleccionaron en presencia de G418 y ganciclovir. Se identificaron tres clones 
positivos mediante la técnica de Southern blot, para ello se usaron sondas externas al 
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vector diana. El clon recombinante que se empleó para generar las quimeras 
(ESER1.56) fue posteriormente caracterizado mediante la amplificación y 
secuenciación de las regiones adyacentes. Esto se realizó debido a que en el genoma 
de ratón existen varios pseudogenes de Cdk6. 
 El clon seleccionado fue microinyectado en blastocistos de ratón C57BL/6J 
para la generación de las quimeras. Dichas quimeras fueron posteriormente cruzadas 
con animales silvestres con el mismo fondo genético. A partir de esos cruces, se 
obtuvieron animales heterocigotos para el alelo recombinante, los cuales fueron 
cruzados entre ellos para generar animales heterocigotos para la mutación. 
Debido a la estrategia de generación del vector diana, la mutación R31C sólo 
será activa tras la expresión de la recombinasa Cre, la cual al reconocer los sitios loxP 
que flanquean al cassette de resistencia a neomicina, causará que el alelo pase de ser 
un knock out a ser un knock in.  
 Las células madre embrionarias de ratón que poseen la inserción del vector 
condicional gene trap en el intrón 1 del gen NuMA1 (provenientes del German gene 
trap Consortium) fueron microinyectadas en blastocistos de ratón C57BL/6J y 
agregadas, en paralelo, en mórulas de ratón CD1 para la generación de quimeras 
(Figura 12). No se observaron diferencias entre los ratones derivados de los distintos 
fondos genéticos.  
En este caso, puesto que el vector empleado es condicional, la mutación 
inducida puede ser reparada y reinducida posteriormente gracias al sistema de 








3.1.1. In vitro: MEFs  
Para la activación de la recombinasa Cre inducible en el alelo RERT (Mijimolle et al., 
2005), las células (MEFs primarios e inmortales) se trataron con 4OHT (Sigma, H6278) 
disuelto en etanol absoluto a una concentración final de 500nM, añadido junto con el 
medio de cultivo. El tratamiento se realizó durante 3 dias consecutivos. 
  
Figura 12: Fotos de quimeras. 
Se han obtenido por agregación y 
microinyección de células ES 
positivas para la inserción del 
vector gene trap condicional para 
la deleción de NuMA 
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3.1.2 In vivo: Ratones 
a) Inyección intraperitoneal. Los animales se inyectaron intraperitonealmente con 
4OHT (Sigma, H7904) disuelto en aceite de maiz, 100 µl diarios a una 
concentración de 500 µg/ml y durante 5 dias alternos. 
b) Tópicamente. Los animales se pintaron en la espalda (previamente afeitada) 
con 4OHT disuelto en eltanol absoluto, 200ul diarios a una concentración de 
5mg/ml, durante 5 dias consecutivos. 
c) En comida (pienso). Los animales fueron previamente alimentados con pienso 
transgénico sin 4OHT durante 10 días, ya que el pienso que posee 4OHT no es 
igual al que los ratones consumen habitualmente. Posteriormente, los ratones 
fueron alimentados durante 4 semanas con pienso con 4OHT. 
 
3.2. Cultivos celulares 
Todas las células utilizadas se crecieron en medio DMEM (Gibco) suplementado con 
10% de suero bovino fetal (FBS; Gibco) y antibióticos (penicilina y estreptomicina) y se 
mantuvieron en incubadores a 37ºC y con 5% de CO2.  
Los fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) se prepararon a partir de 
embriones de día 13,5 de desarrollo (E13,5). Se aislaron los embriones del útero y se 
separaron del saco vitelino, eliminando la cabeza y el hígado. El resto del embrión se 
cortó lo más finamente posible con ayuda de un bisturí en 1 mL de una solución de 
tripsina-EDTA (tripsina 0,5 g/L, EDTA 0,2 g/L, NaCl 0,85 g/L) y se incubaron durante 5 
minutos a 37ºC hasta la disgregación parcial del embrión. La suspensión de células 
procedente de cada embrión se sembró en una placa de cultivo de 150 mm de 
diámetro. Una vez alcanzado el 70% de confluencia (2-3 días), se recogieron las 
células después de exposición a tripsina y se congelaron en alícuotas en N2 líquido. 
Se consideró como pase 1 de estas células el momento de ponerlas en cultivo una vez 
descongeladas. 
El cultivo seriado 3T3 se llevó a cabo como ya describieron Todaro y Green 
(Todaro and Green, 1963). Se sembraron 106 células a pase 1 procedentes de 3 
embriones diferentes de cada genotipo en placas de 100 mm de diámetro. 
Trascurridos 3 días se contó el número total de células de cada placa y cada embrión 
fue separado en tres placas independientes sembrando 106 células en cada una de 
ellas (3 clones por embrión). A los tres días se contó de nuevo el número total de 
células en cada una de las placas y se sembró de nuevo 106 células. Este 
procedimiento se repitió durante 15-20 pases. El número total de células se calculó 
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multiplicando el número de células de cada pase por el número de células obtenido en 
el pase anterior y dividido por el número de células sembradas. 
Para las curvas de crecimiento, se sembraron las células en placas de 6 
pocillos a una densidad de 5 x 105 células por pocillo y se procedió a su contaje en los 
días sucesivos. 
Para la obtención de los virus se transfectaron células Phoenix por el método 
del fosfato cálcico con vectores retrovirales que expresan distintos genes. Después de 
la transfección, las células Phoenix se incubaron a 37ºC durante 24 horas, se recogió 
el sobrenadante y se filtró con ayuda de un filtro de 0,45 µm de diámetro. Se diluyó el 
sobrenadante con medio fresco con polibreno (4 mg/ml). Se añadió el sobrenadante 
sobre los MEFs y a las 24 horas de la infección se cambió el medio de la infección por 
medio nuevo.  
3.3. Análisis poblaciones hematopoyéticas. 
El timo, el bazo y la médula ósea fueron extraídos de ratones silvestres y knock in para 
Cdk6 de camadas jóvenes (10 semanas) para el timo y la médula ósea y mayores 
(más de 80 semanas) para el timo y el bazo. Dichos tejidos se disgregaron 
mecánicamente, bien haciéndolos pasar a través de una malla de nylon de 10um de 
tamaño de poro o bien haciéndolas pasar a través de agujas de distinto tamaño. Para 
la disgregación y posteriores lavados se empleó el medio PBS + 2% suero fetal bovino 
(FBS). 
En todos los casos, una vez disgregados los tejidos, se lisaron los eritrocitos 
usando cloruro amónico al 0,8% (Stem Cell Technologies), 5 minutos a temperatura 
ambiente. La reacción de lisis se inactivó con medio DMEM (Gibco) y posteriormente 
se centrifugó a 1200rpm durante 5 minutos a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y se 
resuspendió en 200µl de PBS + 2%FBS. 
La sangre periférica fue extraída, al igual que en el caso anterior, de ratones 
silvestres y knock in de camadas jóvenes, siguiendo el mismo procedimiento detallado 
anteriormente. 
En el caso de embriones, se les extrajo el hígado fetal a día 14.5 de desarrollo 
embrionario (E14,5). El protocolo es el mismo que en el primer caso. 
 
TIMO: las células aisladas del timo, fueron marcadas con los siguientes 
anticuerpos: CD8-FITC, CD4-PE, CD44-APC, CD25-PeCy7 (Tabla 8) y las 
poblaciones identificadas son las señaladas en la Tabla 4. 
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Tabla 4: Poblaciones de timo identificadas con sus correspondientes marcadores. CD4+ 
y CD8+: linfocitos T-4 o T-8 maduros; DP: células dobles positivas para CD4 y CD8; DN: 
células dobles negativas para CD4 y CD8; DN1-4: células dobles negativas para CD4 y CD8 y 
positivas o negativas para CD44 y CD25. 
 
Población  Marcadores 
CD4+ CD4+ , CD8- 
CD8+ CD4- , CD8+ 
DP  CD4+ , CD8+ 
DN  CD4- , CD8- 
DN1 CD4-, CD8-, CD44+, CD25- 
DN2 CD4-, CD8-, CD44+, CD25+ 
DN3 CD4-, CD8-, CD44-, CD25- 
DN4 CD4-, CD8-, CD44-, CD25+ 
 
BAZO: las células aisladas del bazo, fueron marcadas con los siguientes 
anticuerpos: B220-FITC, CD3-APC, CD4-PE, CD8-PeCy7 (Tabla 8) y las poblaciones 
identificadas son las señaladas en la Tabla 5. 
 
Tabla 5: Poblaciones de bazo identificadas con sus correspondientes marcadores. 
 
Población  Marcadores 
Linfocitos B B220+ , CD3- 
Linfocitos T B220- , CD3+ 
CD4+ B220-, CD3+, CD4+ , CD8- 
CD8+ B220-, CD3+, CD4- , CD8+ 
 
 
MÉDULA ÓSEA E HÍGADO FETAL: en este caso, las células aisladas fueron 
marcadas con anticuerpos específicos para identificar las poblaciones más inmaduras 
o precursores hematopoyéticos (Figura 13): Lin (B220, GR1, Mac1, CD3, CD4, CD8, 
IL7Rα) – PeCy7, Sca1 – Biot (SA-Percp), cKit – APC, Fcγ – PE, CD34 – FITC (Tabla 
8). Las poblaciones identificadas están en la Tabla 6. 
 
 
Tabla 6: Poblaciones de la médula ósea y el hígado fetal identificadas con sus 
correspondientes marcadores. HSC (hematopoietic stem cell): células madres 
hematopoyéticas; CLP (Common lymphoid progenitors): precursor común de la línea linfoide; 
CMP (Common myeloid progenitors): precursor común de la línea mieloide; GMP (Granulocyte 
- macrophage progenitor): precursor de granulocitos y macrófagos; MEP (Megakaryocyte -
erythroid progenitor): precursor de megacariocitos y de la línea eritroide. 
 
Población  Marcadores 
HSC Lin- IL7R- c-Kit+ Sca1+ 
CLP  Lin- IL7R+ c-Kitlow Sca1low 
CMP Lin- IL7R- c-Kit+ Sca1+ FcγRlowCD34+ 
GMP Lin- IL7R- c-Kit+ Sca1- FcγRhiCD34+ 
MEP Lin- IL7R- c-Kit+ Sca1- FcγRlowCD34- 
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Los niveles de poblaciones sanguíneas se estudiaron en sangre periférica de ratones 
jóvenes (10 semanas) y mayores (más de 80 semanas), utilizando el contador 


















Figura 13: Esquema de las principales poblaciones hematopoyéticas.  Se muestran las 
poblaciones más inmaduras y las poblaciones diferenciadas. HSC (hematopoietic stem cell): 
células madre hematopoyéticas; CMP (common myeloid progenitor): progenitor común de la 
serie mieloide; CLP (common lymphoid progenitor): progenitor común de la línea linfoide; MEP 
(megakaryocyte – erythrocyte progenitor): progenitor de eritrocitos y megacariocitos; GMP 
(granulocyte – monocyte progenitor): progenitor de granulocitos y monocitos. 
 
La proliferación de linfocitos se analizó mediante ensayos de incorporación de 
timidina [3H], para lo cual se aislaron y sembraron timocitos en placas de 96 pocillos, 
por triplicado a una concentración de 1x106 células/ml, procedentes de ratones de 10 
semanas, silvestres y Cdk6 R31C. Fueron estimulados para su proliferación en 
cultivos con PMA (50ng/ml) e ionomicina (500ng/ml) (Sigma) en presencia de medio 
completo para linfocitos MCL (RPMI 1640 suplementado con: penicilina/estreptomicina 
[100mg/ml], β-mercaptoetanol [3x10-5M], Hepes [25x10-3M], L-Glutamina [2x10-3M] y 
suero fetal bovino (FBS) al 10%).  48 horas después de iniciar el cultivo en presencia o 
ausencia de los mitógenos (este último como control), se midió la síntesis de ADN 
incubándolas durante 16 horas con 1µCi de [3H]-timidina en cada pocillo (Amersham). 
La incorporación de radioactividad en el DNA se midió recogiendo las células en filtros 
de fibra de vidrio (Wallac) por aspiración, usando el colector celular “Harvester 96, 
Tomtec Mach III M” y cuantificando el número de cuentas por minuto (c.p.m.) en cada 
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pocillo en un contador de centelleo líquido Wallac MicroBeta Trilux (PerkinElmer). De 
las tres réplicas de cada muestra se calculó la media y desviación estándar. 
Para el ensayo de formación de colonias (CFUs: colony forming unit), se utilizó 
un medio de metilcelulosa completo (Methocult, StemCell Technologies, #03434), que 
contiene 1% metilcelulosa, 15% FBS, 1% BSA, 10µg/mL insulina, 200 µg/mL 
transferrina y diversas citoquinas (50ng/mL rm SCF, 10ng/mL rm IL-3, 10ng/mL rh IL-6, 
3U/mL rh EPO). Para este ensayo se usaron células aisladas de la misma manera que 
ya se ha mencionado de diversos tejidos (Tabla 7), se mezclaron con el medio 
Methocult, se plaquearon e incubaron durante 10 días a 37 ºC y 5% CO2 y en 
condiciones de humedad elevada hasta que aparecieron las colonias. Se analizaron 
individualmente y se hizo el recuento de las mismas con la ayuda de un microscopio 
invertido. 
 
Tabla 7: Tejidos usados, número de células y colonias esperadas en cada caso. Las 
colonias esperadas en cada caso son: BFU-E (unidad de eclosión eritroide); CFU-GM (unidad 
formadora de colonias de macrófagos y granulocitos); CFU-GEMM (unidad formadora de 
colonias de granulocitos, serie eritroide, macrófagos y megacariocitos) 
 
Progenitor Células / placa 35mm Colonias esperadas 
Médula ósea 2 x 104 BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM 
Bazo 1 x 105 CFU-GM (pocas) 
Sangre periférica 1 x 105 CFU-GM (pocas) 
Hígado fetal (E14,5) 2 x 104 BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM 
 
3.4. Análisis histológico / molecular.  
Todos los animales se sacrificaron cuando hubo evidencia de algún signo de 
enfermedad y se recogieron muestras, tanto normales como patológicas, para el 
análisis histológico y molecular. A nivel embrionario, los embriones se sacrificaron a 
distintas etapas de desarrollo embrionario, fueron tratados de la misma manera. 
 Las muestras de tejido destinadas al análisis histológico se mantuvieron para 
su fijación durante 24 horas en una solución de formalina (Sigma). Las muestras 
fueron procesadas en parafina (Panreac) y se realizaron cortes de 5 µm de tamaño 
con ayuda de un microtomo (Leica). Algunas de estas secciones se tiñeron con 
hematoxilina (Surgipath) y eosina (Surgipath) y se analizaron al microscopio por los 
Drs. Pierre Dubus (Universidad de Burdeos, Francia) y Marta Cañamero (Programa de 
Biotecnología, CNIO, Madrid). Otras secciones fueron analizadas mediante tinción 
inmunohistoquímica con diferentes anticuerpos (v. Tabla 8).  
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Tabla 8: Anticuerpos empleados para los distintos ensayos: IHC (inmunohistoquímica), 
FACS (citometría de flujo), IF (inmunofluorescencia), WB (Western blot). NIDDK: National 
Institute o Diabetes & Digestive & Kidney disease. 
 





Ratón IHC 1:50 AMERSHAM 
Anti-CD3 CD3e (M-20) Cabra IHC 1:100 Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-LH LH-beta Conejo IHC 1:300 NIDDK 
Anti-Prolactina Prolactina Conejo IHC 1:150 NIDDK 
Anti-FSH FSH-beta Conejo IHC 1:300 NIDDK 
Anti-CD45 CD45R/B220 Rata IHC 1:100 BD PHARMINGEN 
Ki-67-TEC3 KI67 Rata IHC 1:100 Dako 
C3A Caspasa 3 Activa Conejo IHC 1:200 RYD SYSTEMS 
Anti-F4/80 F4/80 Pan 
Macrophages 
Rata IHC 1:25 Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-NuMA NuMA Conejo IHC 1:75 NOVUS 
BIOLOGICAL 
Anti-Pax5 Pax-5 (C-20) Cabra IHC 1:100 Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-Ter119 Ter119 Rata IHC 1:75 BD PHARMINGEN 
Anti-MPO Myeloperoxidasa Conejo IHC 1:500 Dako 
Anti-Sox2 Sox2 Conejo IHC 1:300 Chemicon 
International 
Anti-Sox9 Sox9 Conejo IHC 1:200 Chemicon 
International 
Anti-GFAP GFAP Conejo IHC 1:25 Dako 
CD45-PeCy7 CD45R/B220 Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
Gr1-PeCy7 Gr1 Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD11b-PeCy7 CD11b Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD3e-PE  CD3e Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD3e-PeCy7 CD3e  Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD4-PeCy7 CD4  Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD4-PE  CD4 Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD8a-PeCy7 CD8a Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD8a-FITC CD8a Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
IL-7Ra-PeCy7 IL-7Ra Rata FACS 1:200 eBIOSCIENCE 
IL-7Ra-PE  IL-7Ra Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
Sca1-Biotina Sca1 Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
cKit-APC cKit Rata FACS 1:400 BD PHARMINGEN 
CD34-FITC CD34 Rata FACS 1:50 eBIOSCIENCE 
FcγR-PE FcγR Rata FACS 1:50 BD PHARMINGEN 
CD25-PerCP CD25 Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
CD44-APC CD44 Rata FACS 1:400 BD PHARMINGEN 
B220-FITC B220 Rata FACS 1:200 BD PHARMINGEN 
Anti-NuMA NuMA Conejo IF 1:250 NOVUS 
BIOLOGICAL 
Anti- γ-tubulina γ-tubulina Mouse IF 1:400 SIGMA 
Anti-α-tubulina α-tubulina Rata IF 1:1 ECACC 
Anti-Cdk6 Cdk6 Mouse WB 1:500 M. Barbacid 
Anti-p16 p16 Rata WB 1:500 Santa Cruz 
Biotechnology 
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3.5. Análisis ADN / ARN 
El ADN fue extraído a partir de tejido o de células siguiendo el mismo protocolo. Los 
tejidos o células  fueron colocados en tubos de 1,5 ml que contenían 0,5 ml de tampón 
de lisis (Tris-HCl 20 mM pH 8,0, EDTA 10mM, SDS 0,5%, NaCl 0,1M). Se añadió 
proteinasa K a una concentración final de 100 mg/ml y se incubó a 55ºC durante toda 
la noche. El lisado fue extraído con 300µl de NaCl 5M y posteriormente el ADN se 
precipitó añadiendo 0,7 volúmenes de isopropanol y se disolvió en agua. La 
concentración del ADN se determinó usando un espectrofotómetro y las muestras se 
conservaron a -20 ºC hasta el momento de su utilización. 
 
Tabla 9: Oligonucleótidos utilizados para el genotipado de los diferentes loci. El tamaño 
de la banda resultante después de realizar la correspondiente PCR se indica en pares de 
bases (pb). La letra F corresponde al oligonucleótido directo  (forward) y la letra R para el 
oligonucleótico inverso (reverse). *Para el genotipado del gene trap de NuMA1, existen varias 
posibilidades: alelo silvestre (oligos NuMA wtF2 y NuMA wtR2), alelo loxfrt o KI (oligos NuMA 
wtF2 y B32), alelo lox o alelo frt (oligos NuMA wtF2 y MM239) y presencia del gene trap (oligos 
B32 y SR2). 
 
Locus ID oligo Secuencia (5'→3') Tamaño (pb) 
Cdk6 ex1_1_F CGGTTCCACTGTGCCGCACCC silvestre: 450 Cdk6 
Cdk6 in1_2_R CCCTAAAAGACACCCAACGCC R31CI: 550 
Cdk4 R24C_F CTTAGCCGAGCGTAAGGTGAGT Silvestre: 450 Cdk4 
Cdk4 R24C_R CATAGGCACCGACACCAATTT  R24C: 550 





NuMA wtF2 GAGGCCTGAGCTGAAAGTTAGTGC silvestre*: 250 NuMA1 
NuMA wtR2 GCTCCAATTCAGAGATCTGCCTGC loxfrt*: 900 
βgeo B32 CAAGGCGATTAAGTTGGGTAACG lox o frt*: 825 
pFlipRosaβgeo SR2 GCCAAACCTACAGGTGGGGTCTTT cGT*: 550 
Neo MM239 TCTATCGCCTTCTTGACGAGTT KI*: 750 
Cre_F CCGGTTATTCAACTTGCACC Cre 
Cre_R CTGCATTACCGGTCGATGCAAC 
Tg: 149 
Flp_F CTAATGTTGTGGGAAATTGGAGC Flp 
Flp_R CTCGAGGATAACTTGTTTATTGC 
Tg: 600 
Pol2a F CCAGATGACAGCGATGAGGA silvestre: 480 




Actina-F TCATCAGGTAGTCAGTGAGGTCGC Actina 
Actina-R CACCACACCTTCTACAATGAGCTG 
silvestre: 451 
NuMA1 AACAAGTTGAGGTGAGGTGTGGTCC NuMA1 
3NuMA CTTTCTGATTCTAGCTCACTCC 
213 
RT17_NuMAF' CAGCTTCACCTATCTCCCAGCGCC NuMA1 
RT20_NuMAR GATGGTGGCCAGGCTCAGGGTAGG 
590 
NEO GT F CGAAGAGCATCAGGGGCTCG Neo 
NEO GT R GCGATAGAAGGCGATGCGCT 
298 
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Tras la extracción del ADN y mediante la técnica de Southern blot, se seleccionaron 
los clones positivos o recombinantes una vez electroporado el vector diana en las 
células madre embrionarias de ratón R1. En el caso del vector diana para la mutación 
Cdk6 R31C, el ADN genómico de las células ES se digirió con la enzima de restricción 
concentrada a 50u/µl, PstI (Fermentas). De esta manera, mediante el uso de una 
sonda marcada radiactivamente (32P) externa al vector, pudimos diferenciar el alelo 
silvestre del alelo recombiante (7,3kb y 5,7kb respectivamente).  
La identificación de los distintos genotipos de las líneas de ratón analizadas se 
realizó por PCR, utilizando oligonucleótidos específicos para cada caso (Tabla 9) 
 
Para determinar la localización exacta del gene trap de NuMA1, empleamos el 
kit  Genome Walker o Paseo Cromosómico del genoma de ratón (Clontech). Para ello, 
seguimos una serie de pasos. En primer lugar, la construcción de cuatro librerías de 
ADN genómico de ratón, generadas mediante la digestión de cuatro enzimas de 
restricción (DraI, EcoRV, PvuI y StuI), a las cuales se les introduce, mediante una 
reacción de ligación, unas secuencias adaptadoras en sus extremos (Figura 14). 
Posteriormente, se realizaron dos reacciones de PCR por librería. La primera emplea 
un oligo “adaptador” (AP1: 5'-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C–3') y un oligo 
específico para el gen (β-geo1: 5’-GGA CTA CTG CGC CCT ACA GAT CTG CA-3’). El 
producto de esta primera PCR se diluye y se emplea como molde para la segunda 
reacción de PCR, la cual también emplea otro oligo específico del adaptador (AP2: 5'-
ACT ATA GGG CAC GCG TGG T-3') y otro oligo específico del gen (β-geo2: 5’-GTG 
CGC ATA GTG GCT TGA ATC GAT AA-3’). Los productos de ADN generados, los 









Figura 14: Paseo cromosómico.  El ADN genómico de ratón, en el cual se encuentra el gen 
de interés, NuMA, se digiere con una serie de enzimas de restricción (DraI, EcoRV, PvuII y Sal 
I), posteriormente, mediante una reacción de ligación, se añade una secuencia conocida o 
adaptador a los extremos  digeridos, generando cuatro librerías. A partir de éstas, se realizan 
dos reacciones de PCR consecutivas, y el resultado se clona en un vector intermediario y se 
manda a secuenciar.  
 
Para la extracción del ARN total se utilizó el kit RNeasy (Qiagen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad de ARN se evaluó mediante el 
espectrofotómetro. Para la RT-PCR se utilizaron 5µg de RNA y se siguió el protocolo 
del kit SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). Los oligos empleados vienen 
detallados en la tabla 9. 
3.6. Análisis molecular a nivel de proteína. 
Las células cultivadas se lisaron en solución RIPA que contenía 50 mM Tris-HCl pH 8, 
150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 2mM de EDTA y una mezcla comercial de 
inibidores de proteasas (Calbiochem) y fosfatasas (Calbiochem). Estos lisados se 
cuantificaron mediante el método Bradford y 250 mg de proteína fueron utilizados en la 
inmunoprecipitación.  
 
Para la inmunoprecipitación, los lisados celulares se lavaron previamente en 
100 mL de bolas de proteína A (Amersham Biosciences) durante 1h, a 4ºC y en 
agitación para evitar posibles asociaciones inespecíficas. A continuación, el 
sobrenadante se incubó con 5 mg de anticuerpo anti-p16 (Santa Cruz Biotechnology) 
durante 2 horas y después con 60 mL de bolas de proteina A (Amersham Biosciences) 
en agitación a 4ºC durante 2 horas. Después de varios lavados en solución RIPA el 
inmunoprecipitado asociado a las bolas se resuspendió en 25 mL de buffer Laemli 5x 
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(60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5% β-mercaptoetanol, 0.01% azul de 
bromofenol) y se cargó en un gel de poliacrilamida al 8%. Después de la electroforesis, 
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioRad), mediante 
transferencia húmeda, utilizando el aparato Trans-Blot de BioRad. Después del 
bloqueo de la membrana con 5% de leche desnatada, la membrana fue sometida a 







































4.1. Generación de ratones Cdk6 R31C. 
Uno de los objetivos principales de esta tesis es la caracterización del efecto de la 
resistencia de Cdk6 a los inhibidores INK4 mediante la generación y caracterización de 
ratones knock in para Cdk6. Para modificar el locus de Cdk6 por recombinación 
homóloga en células madre embrionarias (ES), se generó un vector de recombinación, 
con el exón 1 de Cdk6 y sitios loxP flanqueando el cassette PGK-neo para la selección 
posterior de las células recombinantes (Figura 15). Además, se sustituyó la secuencia 
GCCCGC (Ala30-Arg31) situada en el exón 1 por GCATGC. La mutación puntual en el 
codón 31 (CGC→TGC) da lugar a la sustitución del residuo normal de arginina (R31) 
por una cisteína (mutación R31C), la cual ya se sabe que evita la unión de los 
inhibidores de la familia INK4 (Ericson et al., 2003). Ambos, el exón 1 y el cassette 
PGK-neo están flanqueados por aproximadamente 5 kb de brazos de homología para 
facilitar la recombinación homóloga en las células ES. Los clones recombinantes se 
usaron para generar ratones quimeras por microinyección en blastocistos de ratones 
silvestres, con un fondo genético C57BL/6J. Las quimeras que obtuvimos, las 
cruzamos con ratones  silvestres para que se produjera la transmisión del alelo Cdk6 
recombinante (llamado Cdk6+/neo). Los cruces entre estos ratones heterocigotos 
obtenidos, dieron lugar a ratones Cdk6neo/neo en una proporción mendeliana. Estos 
animales Cdk6neo/neo presentan una expresión defectuosa de Cdk6, y se comportan 
como los ratones Cdk6–/– previamente generados en nuestro laboratorio (Malumbres et 
al., 2004), esto sugiere que la presencia del cassette neo en el intrón 1 interfiere en la 
transcripción de los trasncritos normales de Cdk6 (datos no mostrados). Para generar 
los ratones Cdk6+/R31C, se cruzaron animales Cdk6+/neo con ratones transgénicos CMV-
Cre (Schwenk et al., 1995). Los cruces entre estos animales heterocigotos dieron lugar 







Figura 15: Esquema del locus de Cdk6 y de la generación de los alelos modificados.  A) 
Cdk6+: alelo silvestre intacto; Cdk6lox: alelo obtenido después de la recombinación homóloga 
(RH) del vector diana en células ES; Cdk6R31C: alelo knock in obtenido después de que la 
recombinasa Cre reconozca los sitios lox P, en este caso se expresa la mutación R31C que 
evita la unión de los inhibidores INK4 a Cdk6. El vector diana presenta brazos de homología de 
aproximadamente 5kb, el cassette PGK-neo (selección positiva) flanqueado por sitios lox P y el 
cassette TK (por Thymidine Kinase) para la selección negativa. B) Estrategia de genotipado por 
PCR usando los oligos indicados con flechas en la figura 1A.  
 
Para determinar los efectos del alelo Cdk6R31C en la proliferación celular, se 
establecieron cultivos de fibroblastos procedentes de embriones de día 13,5 de 
desarrollo embrionario de los genotipos: Cdk6+/+, Cdk6+/R31C y Cdk6R31C/R31C. Estas 
células crecieron sin problemas en cultivo y con los mismos tiempos de replicación en 
todos los casos (mirar abajo). Cdk6R31C/R31C expresa niveles normales de la proteína 
mutante Cdk6, indicando que la presencia de los sitios lox P no altera la transcripción 
de Cdk6. De todas formas, mientras las células silvestres de pase 4, contienen 
complejos Cdk6-INK4, la proteína Cdk6 que se expresa en las células Cdk6R31C/R31C no 
es capaz de unirse a los inhibidores INK4 debido a la mutación R31C. 
Los ensayos de proliferación que realizamos se basaron en el estudio del 
comportamiento en cultivo de los MEFs de genotipos: Cdk6+/+, Cdk6R31C/R31C; 
Cdk4R24C/R24C y Cdk6R31C/R31C; Cdk4R24C/R24C. En primer lugar, el estudio del tiempo de 
duplicación de los fibroblastos en cultivo mediante curvas de crecimiento (v. Materiales 




un crecimiento normal y comparable con el silvestre en condiciones de cultivo estándar 
(10% de suero en medio de cultivo), aunque se pudo observar un ligero incremento de 
proliferación en los genotipos que portan el alelo Cdk4R24C (Figura 16 A). Este dato 
corrobora estudios previamente realizados con el modelo de ratón Cdk4R24C (Sotillo et 
al., 2001a). Por otro lado, se analizó el proceso de inmortalización, siguiendo el 
protocolo 3T3 de cultivo seriado (Todaro and Green, 1963) (v. Materiales y Métodos). 
En estas condiciones, las células primarias tienen una alta tasa de proliferación 
durante los primeros pases, sin embargo, el crecimiento del cultivo va disminuyendo al 
aumentar el número de pases y las células entran finalmente en una senescencia 
replicativa, donde el número de células no aumenta durante varios pases. Si se 
mantienen las condiciones de cultivo, aparecen células que han adquirido mutaciones 
inmortalizantes, que se extienden y dan lugar a un cultivo inmortal (Rittling, 1996). El 
resultado del estudio de inmortalización (Figura 16 B) nos indica que las células con 
genotipo Cdk6R31C se comportan de manera similar a los fibroblastos de embriones 
silvestres, y que las células primarias con genotipo Cdk4R24C no parecen pasar un 
período de crisis muy acusado, comportándose prácticamente como células inmortales 







Figura 16: Propiedades de crecimiento de los MEFs. A) Curva de crecimiento en placa 
mostrando mayor densidad en los cultivos de los MEFs con el alelo Cdk4R24C. B) 
Inmortalización mediante un protocolo 3T3. Ambos ensayos se realizaron con dos clones de 






4.2. Hematopoyesis en ratones Cdk6 R31C 
Según el concepto clásico de ciclo celular, existen Cdks específicas que dirigen cada 
fase del ciclo celular (v. Introducción). La generación y caracterización de los distintos 
ko de los loci de las Cdks en ratón nos muestra que Cdk2, Cdk4 y Cdk6 no son 
esenciales para el ciclo celular de la mayoría de los tipos celulares, aunque la pérdida 
de cada una de esas Cdks da lugar a defectos de desarrollo en tipos celulares 
áltamente especializados. En el caso de Cdk6, se sabe que su ausencia causa 
defectos en la línea eritroide. También es interesante destacar que el doble ko para 
Cdk4 y Cdk6 da lugar a una proliferación defectuosa de los precursores 
hematopoyéticos, produciendo letalidad embrionaria tardía (Malumbres et al., 2004). 
Los ratones Cdk6R31C/R31C se desarrollan de manera normal durante los 
primeros meses de vida y son fértiles. El estudio histológico de ratones jóvenes (2-3 
meses) nos indica que existe un defecto específico en el desarrollo hematopoyético 
con una hiperplasia de linfocitos T en los ratones de genotipo Cdk6R31C/R31C.  
Los ratones mutantes Cdk6R31C/R31C  presentan un incremento del 40% en la 
letalidad despés del primer año de vida. Estos ratones mueren antes de que alcancen 
las 100 semanas, edad en las que los ratones Cdk6+/+ aun están vivos (Figura 17 A). 
Las patologías observadas en estos ratones, incluyen linfomas de células B, 
angiosarcomas o adenomas de hipófisis (Tabla 10 y Figura 17 B y C). Otras patologías 
inclyuen hiperplasia endocrina del páncreas, metaplasia escamosa y glandular del 
estómago, hepatitis granulomatosa y hemangiomas en el hígado (Tabla 10). Algunas 
patologías, como calcificaciones y ensanchamiento de los túbulos en los testículos y el 
fenotipo lactante con calcificaciones en la glándula mamaria, pueden ser derivadas de 



























Figura 17: Supervivencia y patologías de los animals Cdk6R31C/R31C .A) Curva de 
supervivencia de ratones Cdk6R31C/R31C  y Cdk6+/+. B) Secciones representativas de cortes 
histológicos de patologías de ratones Cdk6R31C/R31C. Se muetra un ejemplo de linfoma B con 
algunas extensiones (en cerebro y pulmones) y dos angiosarcomas. C) Ejemplo de adenoma 
de pituitaria con algunas patologías asociadas. H & E (hematoxilina y eosina), LH (hormona 













Patología Incidencia1 Latencia2 Incidencia1 Latencia2 
     
Hiperplasia en el timo e 
hyperplasia de células T 
0 - 90 (5/6) 4 
Linfoma B 0 - 40 (2/5) 16 
Adenoma de hipófisis 0 - 40 (2/5) 16 
Angiosarcoma 0 - 33 (2/6) 16 
Carcinoma de estómago 0 - 17 (1/6) 16 
Hiperplasia endocrina del 
páncreas 
0 - 25 (1/4) 16 
Pancreatitis con infiltraciones 
focales de grasa 
0 - 25 (1/4) 16 
Adenoma de pulmón 
 
0 - 17 (1/6) 21 
1
 La incidencia se representa en %. El número de ratones con el fenotipo observado 
versus el número total de ratones analizados se indica entre paréntesis. 
2
 Latencia en meses. 
 
Las patologías linfoides se caracterizan por hiperplasia de células T en animales 
jóvenes y linfomas en animales viejos. Para analizar en detalle las poblaciones 
hematopoyéticas, se realizó una cuantificación de las células T y de los progenitores 
más tempranos, mediante tinción con marcadores específicos (v. Materiales y 
Métodos)  
En el análisis de los progenitores hematopoyéticos inmaduros de los ratones 
mutantes Cdk6R31C/R31C utilizando células de médula ósea, no se observaron 
diferencias significativas con los ratones silvestres en las poblaciones de células 
madre hematopoyéticas (Lin-; IL7R-; c-Kit+; Sca1+), de células progenitoras linfoides 
(Lin-; IL7R+; c-Kitlow; Sca1low), de células progenitoras de megacariocitos y eritrocitos 
(Lin-; IL7R-; c-Kit+; Sca1-; FcγRlow; CD34-), de células progenitoras mieloides (Lin-; IL7R-
; c-Kit+; Sca1+; FcγRlow; CD34+) y de células progenitoras de granulocitos y macrófagos 
(Lin-; IL7R-; c-Kit+; Sca1-; FcγRhi; CD34+). Sin embargo, en los ratones Cdk6R31C/R31C, se 
puede apreciar en general un ligero incremento de todos los progenitores, con 
excepción de las células progenitoras de megacariocitos y eritrocitos y de las células 
progenitoras de la línea linfoide (Figura 18 A y B). Estos análisis se realizaron en 
animales jóvenes, de unas 10 semanas de edad.  
Con el objeto de completar el estudio y de analizar el potencial proliferativo de 
estos precursores, realizamos un ensayo funcional de formación de colonias en 
metilcelulosa. Para ello empleamos un medio completo que nos permite cuantificar, 
sobre todo, el número de unidades formadoras de colonias para granulocitos y 




entre las células progenitoras de la médula ósea de ratones  Cdk6R31C/R31C y Cdk6+/+ 

































Figura 18: Análisis de los precursores hematopoyéticos inmaduros en ratones 
Cdk6R31C/R31C y Cdk6+/+ jóvenes. A) Tinción para poblaciones de células madre 
hematopoyéticas (HSC: hematopoietic stem cells), células progenitoras mieloides (CMP: 
common myeloid progenitors), progenitores de granulocitos y macrófagos (GMP: granulocyte – 
macrophage progenitors) y progenitores de megacariocitos y eritrocitos (MEP: megakariocytes 
– erythrocytes progenitors) en médula ósea de ratones de 10 semanas de edad, de genotipos 
Cdk6+/+ (N=4) y Cdk6R31C/R31C (N=4). Se muestra el porcentaje relativo de cada población. B) 
Histogramas con la cuantificación de las medias para cada genotipo con la desviación 
estándar. C) Histogramas con la cuantificación del ensayo de formación de colonias en 
metilcelulosa para cada genotipo, con un ejemplo de la apariencia de una unidad formadora de 





El análisis de sangre periférica de animales jóvenes (10 semanas), no muestra 
diferencias significativas en las principales poblaciones sanguíneas maduras (glóbulos 
rojos, glóbulos blancos y plaquetas), así como tampoco en algunas poblaciones 



















Figura 19: Análisis de los precursores hematopoyéticos inmaduros en ratones 
Cdk6R31C/R31C y Cdk6+/+ adultos. A) Tinción para poblaciones de células madre 
hematopoyéticas (HSC: hematopoietic stem cells), células progenitoras mieloides (CMP: 
common myeloid progenitors), progenitores de granulocitos y macrófagos (GMP: granulocyte – 
macrophage progenitors) y progenitores de megacariocitos y eritrocitos (MEP: megakariocytes 
– erythrocytes progenitors) en médula ósea de ratones de 10 semanas de edad, de genotipos 
Cdk6+/+ (N=5) y Cdk6R31C/R31C (N=3). Se muestra el porcentaje relativo de cada población. B) 







En ratones adultos de más de 80 semanas de edad, no se observaron diferencias 
significativas entre los ratones Cdk6R31C/R31C y los ratones silvestres en las poblaciones 
de células madre hematopoyéticas, células progenitoras linfoides, células progenitoras 
de megacariocitos y eritrocitos, células progenitoras mieloides y células progenitoras 
de granulocitos y macrófagos, aunque al igual que en el caso de los animales de 10 
semanas, en los ratones Cdk6R31C/R31C, se puede apreciar, en general, un ligero 
incremento de todos los progenitores, con excepción de las células progenitoras de la 
línea linfoide y en las células madre hematopoyeticas (Figura 19  A y B). 
4.2.1. Timo y bazo en ratones jóvenes. 
Los ratones mutantes Cdk6R31C/R31C presentan una reducción en las células inmaduras 
y dobles negativas (DN) CD4¯ CD8¯  y un ligero incremento en las células dobles 
positivas (DP) CD4+ CD8+ y en las simples positivas para CD8+. Para determinar el 
efecto de la mutación Cdk6 R31C en estadíos tempranos de desarrollo de los timocitos 
de manera más precisa, también se comprobó la expresión de los marcadores CD44 y 
CD25 en la población de timocitos DN. Los ratones Cdk6R31C/R31C  presentan un 
incremento significativo del 47% en la población DN4 de timocitos, caracterizada por la 
expresión de CD25 y la ausencia de CD44 (Figura 20). Como consecuencia, los otros 
estadíos de DN (DN1-DN3) se encuentran en menor proporción. 
Seguidamente, se analizó si la expresión del alelo Cdk6 R31C confería un 
incremento en el potencial proliferativo de estos timocitos. Como se muestra en la 
Figura 20, los timocitos aislados de timo ratones Cdk6R31C/R31C de 8 semanas de edad 
muestran un incremento en la capacidad proliferativa comparado con los aislados de 
ratones normales. Este incremento de proliferación de timocitos también es evidente 








Figura 20: Defectos en el desarrollo de linfocitos T en ratones Cdk6R31C/R31C . A) H & E 
(hematoxilina – eosina) de secciones de timo que muestran hiperplasia de células T en la 
corteza del timo de ratones Cdk6R31C/R31C. B) Tinción para células DN (dobles negativas), DP 
(dobles positivas), CD4+, CD8+, DN1-DN4 (dobles negativas 1-4) en timos de animales de 10 
semanas de edad de genotipos Cdk6+/+ y Cdk6R31C/R31C. C) Linfocitos de Cdk6+/+ y Cdk6R31C/R31C 
en fase S en los tiempos indicados después de la estimulación con PMA e ionomicina. 
 
4.2.2. Timo y bazo en ratones adultos 
Las alteraciones en el desarrollo de las células T en animales jóvenes, da lugar a 
graves variaciones en los animales más adultos. Los ratones Cdk6R31C/R31C de 20 
meses de edad manifiestan una dramática reducción en las células DP y un 
incremento en las células DN y CD4+. Estas células DN son células inmaduras (DN1-




acompañado por un incremento significativo del número de linfocitos en sangre 






















Figura 21: Desarrollo alterado de linfocitos T en ratones Cdk6R31C/R31C adultos. A) Tinción 
para células DN (dobles negativas), DP (dobles positivas), CD4+, CD8+, DN1-DN4 (dobles 
negativas 1-4) en timos de animales de 80 semanas de edad de genotipos Cdk6+/+ y 
Cdk6R31C/R31C. B) Ejemplo de análisis por citómetro de flujo de la expresión de CD25 en las 
poblaciones DN, DP, CD4+ y CD8+ de timocitos que proceden de ratones Cdk6+/+ y 
Cdk6R31C/R31C jóvenes (10 semanas) y adultos (80 semanas). C) Ejemplo de tinción para celulas 
T y B del bazo de ratones adultos de genotipos Cdk6+/+ y Cdk6R31C/R31C. D) Análisis de sangre 
periférica de ratones de genotipos Cdk6+/+ y Cdk6R31C/R31C. Los histogramas muestran la 
cuantificación de glóbulos rojos (RBC: red blood cells), glóbulos blancos (WBC: white blood 





4.3. Análisis en ratones dobles knock in: Cdk4R24C; Cdk6R31C 
Para obtener ratones completamente insensibles a los inhibidores de la familia INK4, 
se cruzaron ratones de genotipo Cdk6R31C/R31C con ratones de genotipo Cdk4R24C/R24C.  
Los ratones totalmente insensibles a los inhibidores de la familia INK4, es decir 
Cdk6R31C/R31C; Cdk4R24C/R24C son letales embrionarios tardíos en el desarrollo 
embrionario (Figura 22). Si se analiza la viabilidad de estos embriones, se observa que 
siguen la proporción o ratio mendeliano esperado, hasta día 17,5 de desarrollo 





Figura 22: Histogramas con la representación del porcentaje de ratones o embriones de 
cada genotipo. Todos los ratones de P20 (día 20 después del parto) provienen de cruces entre 
ratones heterocigotos Cdk6+/R31C; Cdk4+/R24C, el resultado de letalidad embrionaria fue 
confirmado mediante el test de Fischer, con un valor de p=0,02. Los embriones E14,5 – E17,5 
(de días entre 14,5 y 17,5 de desarrollo embrionario) provienen de cruces entre ratones de 
genotipos Cdk6+/R31C; Cdk4R24C/R24C .Los ratones esperados se calcularon siguiendo las leyes 
mendelianas. Para P20, partimos de una población de N=200; Para E14,5 – E17,5 N=15. 
 
Para determinar las razones de la ausencia de viabilidad de los ratones dobles 
mutantes, seleccionamos embriones de día E16,5 derivados de cruces entre 
Cdk6R31C/R31C; Cdk4+/R24C. El análisis histológico de los embriones con genotipo 
Cdk6R31C/R31C; Cdk4R24C/R24C, muestra que presentan una estructura y tamaño 
normales, comparados con embriones silvestres. Todos los tejidos examinados 
presentan niveles normales de células positivas para BrdU, aunque un análisis 
detallado de la estructura del hígado fetal nos revela la presencia de una organización 
aberrante y distinta a la de un hígado de un embrión silvestre, con una estructura 
áltamente vacuolizada y un incremento en el número de eritroblastos o precursores 
nucleados de los eritrocitos (Figura 23 A). Además, se observa una acusada 
disminución en el número de células positivas para la mieloperoxidasa (MPO, 
marcador de la línea mieloide), mientras que no se observan diferencias en el número 































Figura 23: Alteraciones en el hígado fetal en embriones de día 16,5 de desarrollo 
embrionario. A) Cortes histológicos de hígado fetal teñidos con hematoxilina – eosina de 
embriones silvestres (a) y dobles mutantes (b), con detalle de vaso sanguíneo del hígado, 
mostrando un defecto en la morfología de los eritrocitos de los embriones dobles mutantes (d), 
comparados con los silvestres(c). Se muestra la cuantificación del porcentaje de eritroblastos 
frente al total de eritrocitos (N>2000). B) Identificación mediante  inmunohistoquímica de 
proliferación celular (BrdU), población eritroide (Ter119) y población mieloide (MPO) del hígado 
fetal (izquierda) (N: 300-500). Se muestra un detalle de una sección representativa de hígado 
fetal teñida con MPO (derecha). 
 
Para comprender el origen de estas anomalías hematopoyéticas, se analizaron los 
niveles de las células madre hematopoyéticas, así como de otros progenitores en el 
hígado fetal de embriones silvestres y dobles mutantes de día 13,5 de desarrollo 
embrionario. No se observaron diferencias significativas en los niveles relativos de 
células madre hematopoyéticas, aunque cabe destacar un acusado incremento en la 




Cdk4R24C/R24C  en relación con los controles silvestres. Es interesante mencionar que 
este incremento también se observa en los embriones con genotipo Cdk6R31C/R31C 


























Figura 24: Incremento de los precursores hematopoyéticos de la línea linfoide en hígado 
fetal de embriones de día 13,5 de desarrollo embrionario, con genotipo Cdk6R31C/R31C; 
Cdk4R24C/R24C. A) Ejemplo de tinción para poblaciones de células madre hematopoyéticas 
(HSC) y para progenitores comunes de la línea linfoide (CLP). B) Cuantificación del porcentaje 
de células de la población de células madre hematopoyéticas y de los progenitores comunes 
de la línea linfoide. 
 
Para analizar el potencial proliferativo de estos precursores, realizamos un ensayo 
funcional de formación de colonias en metilcelulosa. Para ello empleamos el medio 
completo descrito anteriormente. No se obtuvieron diferencias importantes en la 
proliferación de las células progenitoras que dan lugar a las unidades formadoras de  
colonia de granulocitos y macrófagos (CFU-GM), pero se obtuvieron grandes 
diferencias en el potencial proliferativo de los progenitores del hígado fetal que dan 
lugar a las unidades formadoras de colonias de granulocitos, macrófagos, células 
eritroides y megacariocitos (CFU-GEMM). En el caso de embriones con genotipos 
Cdk6R31C/R31C; Cdk4R24C/R24C, Cdk6R31C/R31C; Cdk4+/R24C  y Cdk6+/R31C ; Cdk4R24C/R24C no se 
obtuvieron prácticamente colonias. En cambio, a partir del hígado fetal de embriones 





Figura 25: Alteraciones funcionales de las células progenitoras de la serie eritroide en 
embriones de genotipo Cdk6R31C/R31C; Cdk4R24C/R24C.  CFU-GM: unidades formadoras de 
colonia de granulocitos y macrófagos; CFU-GEMM: unidades formadoras de colonia de 
granulocitos, células eritroides, macrófagos y megacariocitos. Se utilizaron hígados fetales de 
embriones de día 13,5 de desarrollo embrionario de genotipos Cdk6+/+ (N=6), Cdk6R31C/R31C; 
Cdk4R24C/R24C (N=4), Cdk6R31C/R31C; Cdk4+/R24C (N=2); Cdk6+/R31C; Cdk4R24C/R24C (N=2).   
4.5. Generación de ratones condicionales para la deficiencia de 
NuMA. 
Con el objeto de analizar la función y las implicaciones que tiene la ausencia de NuMA 
en el ciclo celular, en concreto en la formación del huso mitótico y su relación con las 
divisiones asimétricas, y dado que su función está caracterizada principalmente en 
Drosophila y C.elegans y no está claramente definida en mamíferos, se generó un 
ratón condicional para la ausencia de NuMA, mediante la inserción de un vector 
retroviral gene trap, que se detalla a continuación.  
 El vector de gene trap que se empleó para la generación de los ratones, 
FlipRosaβgeo, es un vector retroviral condicional que contiene un sitio de empalme o 
splice acceptor (SA), la fusión de los genes βgalactosidasa y neomicina (βgeo) y una 
señal de poliadenilación, todo ello en un cassette insertado en la estructura del vector, 






Figura 26: Vector retroviral gene trap FlipRosaβgeo. Los sitios marcados con triángulos, frt 
(amarillo), f3 (verde), loxP (rojo) y lo511 (rosa), son secuencias de reconocimiento de las 
recombinasas Flp y Cre; LTR (long terminal repeat); SA (splice acceptor); βgeo (fusión de los 






Este vector condicional, usa dos sistemas de recombinación, por un lado el de la 
recombinasa Flp, que reconoce los sitios frt y f3, y por otro el de la recombinasa Cre, 
que reconoce los sitios loxP y lox511. Esto permite al cassette del gene trap que se 
invierta desde la forma codificante o con sentido a la forma no codificante o antisentido 
y a la inversa. De esta manera, la inactivación del gen, una vez microinyectadas las 
células madre en blastocistos de ratón puede ser reactivada en momentos específicos 
y en tejidos específicos y viceversa, si partimos de un ratón con la mutación inactivada 
(ratón condicional), se podría activar la mutación posteriormente (Figura 27) 
 
 
Figura 27: Inactivación de NuMA mediante el cassette SAβgeopA. El esquema muestra el 
cassette  flanqueado por sitios diana para las recombinasas. En este caso, siguiendo la 
configuración Flex, una vez que se ha integrado en el intrón de un gen expresado. Los 
transcritos (flechas negras) que se inician desde el promotor endógeno, se unen desde el sitio 
donador (SD) del exón endógeno (exón 1), hasta el sitio de empalme o aceptor (SA) del 
cassette SAβgeopA. De esta manera, el gen reportero βgeo se expresa y el transcrito 
endógeno se termina prematuramente en la secuencia pA, causando la mutación. 
Posteriormente, la recombinasa Flip invierte el cassette y lo convierte en no codificante, 
reconociendo los sitios frt o f3 (no mostrado en la figura) y escindiendo simultáneamente la 
secuencia que se encuentra entre los sitios f3 con la misma orientación. Se esta manera el 
cassette se bloquea ante nuevas reinversiones, ya que los sitios frt y f3 que permanecen no 
pueden recombinar. Esta inversión reactiva la trascripción normal del gen, reparando la 
mutación. Posteriormente, la recombinasa Cre es capaz de invertir de nuevo el cassette hacia 
la posición codificante, reinduciendo de esta manera la mutación.  
* Es importante destacar que existen productos generados transitorios que se transforman 
inmediatamente en productos estables.  
 
 
En nuestro caso, el clon de células ES con fondo genético [129S2/SvPas] y con la 
inserción del vector condicional descrito anteriormente en el intrón 1 del gen NuMA 




en paralelo, en blastocistos y mórulas de ratón, respectivamente. Como todos los 
genes que han sido “atrapados” tienen que estar expresados en células ES (Skarnes 
et al., 2004), lo primero que hicimos fue comprobar mediante RT-PCR que el transcrito 
estaba presente en estas células ES. Para ello, se extrajo el ARN de las células ES, se 
transformó a ADNc mediante una reacción de transcripción reversa y con el uso de 
oligos específicos del exón 1 y de la región de gen βgalactosidasa, se realizó una PCR 
para confirmar la inserción del vector en el intrón 1 (Figura 28) 
 
 
Figura 28: RT-PCR para confirmar la inserción del vector FlipRosaβgeo en el intrón 1 del 
gen NuMA. a) Los oligos empleados son NuMA1 como directo y B32 como inverso. b) El gel de 
agarosa muestra la banda obtenida después de la RT-PCR a partir del ARN del clon de células 
ES. c) La banda positiva se aisló del gel, se purificó, se clonó en un vector intermediario (pCR4-
TOPO, Invitrogen) y se secuenció. 
 
Como resultado de la reacción de RT-PCR específica y posterior secuenciación de 
dicho producto, se confirmó la presencia del vector gene trap en el intron 1 de la 
secuencia genómica de NuMA. 
 
 Como ya se ha comentado, la inserción del vector retroviral se produce al azar. 
Para poder genotipar los ratones generados, necesitamos conocer con exactitud la 
localización de dicho vector, y por lo tanto, la secuencia que flanquea su lugar de 
inserción. Con este fin, y puesto que el tamaño del intrón 1 del gen NuMA es de 43 kb 
aproximadamente, con lo cual resulta muy difícil secuenciar todo el intrón, lo que 
hicimos fue aplicar la técnica del paseo cromosómico (Richard et al., 2008). Mediante 




de una secuencia conocida que se incluye en los extremos de los fragmentos de ADN 
previamente digeridos (v. Materiales y Métodos), obtuvimos las secuencias que 
flanquean el sitio de inserción del vector. Con este resultado, pudimos concluir que la 
inserción se había producido en el intrón 1, a 37 kb del exón 1 y a 6 kb del exón 2 
(Figura 29) 
 
Figura 29: Localización del vector FlipRosaβgeo en el intrón 1 de NuMA. Las enzimas de 
restricción utilizadas para generar las librerías son DraI, SalI, PvuII y EcoRV. Se indica la 
situación de los oligos específicos de NuMA empleados en las reacciones de PCR (β-geo1 y β-
geo 2). Los cuadrados de color gris claro representan a los exones no codificantes y los de 
color gris oscuro, a los exones codificantes. 
 
Se obtuvieron animales quiméricos para NuMA mediante la técnica de microinyección 
de células ES sobre blastocistos y de agregación de células ES sobre mórulas. Se 
utilizaron blastocistos de fondo genético C57BL/6J, de color negro y mórulas de fondo 
genético CD1, de color blanco, puesto que las ES utilizadas eran de fondo genético 
129/SvPas, con pelaje agoutí (v. Materiales y Métodos). 
 Las quimeras se pusieron en cruce con ratones C57BL/6J o CD1, según 
corresponda, para generar animales heterocigotos para NuMA. En primer lugar, se 
determinó por el pelaje de las crías, si el quimerismo estaba presente en la línea 
germinal, puesto que como las células que provienen de las ES mutantes son del 
fondo 129/SvPas, darán lugar a animales completamente agoutí. 
Dado que el quimerismo en estos animales está en heterocigosis para NuMA, 
tan solo la mitad de las crías pigmentadas contendrá el alelo KI. Para determinar la 
presencia de dicho alelo en las crías agoutí, se desarrolló una estrategia de 
genotipado por PCR, utilizando el ADN proveniente de las colas de los animales (v. 
Materiales y Métodos). 
La eliminación de NuMA resultó ser letal embrionaria (Figura 30).  Puesto que 
no encontramos embriones homocigotos para la mutación después de dia 10.5 de 
desarrollo embrionario, procedimos a la extracción de embriones en estadios 
anteriores. De esta manera, pudimos concluir que los embriones en ausencia de 
NuMA eran capaces de llegar hasta día E6.5, es decir, una vez implantados en el 







Figura 30: Histogramas con la representación del porcentaje de ratones o embriones de 
cada genotipo. A) Todos los ratones y embriones provienen de cruces entre heterocigotos 
(+/KI) x (+/KI) (A) ó (+/lox) x (+/lox) (B). P20: dia 20 después del parto. E13,5 o 10,5: dia 13,5 o 
10,5 del desarrollo embrionario. Los ratones esperados se calcularon siguiendo las leyes 
mendelianas. Para P20, partimos de una población de N=200; Para E13,5 N=11; Para E10,5, 
N=25 (A) y P20, N=150; E13,5, N=24 (B).  
 
 
Como nuestro modelo es condicional, lo que hicimos fue cruzar los animales 
heterocigotos para NuMA o que poseen un alelo loxfrt (NuMA+/loxfrt), ya que el cassette 
del gene trap se encuentra flanqueado por sitios de recombinación lox y frt, con 
ratones transgénicos que expresan la recombinasa Flip. Esta recombinasa es capaz 
de reconocer los sitios frt, que como en este caso se encuentran en una orientación 
opuesta (Figura 31), produce la inversión de toda la secuencia que está entre estos 
sitios. De esta manera y tal y como ya hemos explicado, la inversión del cassette 
provoca la anulación de la mutación y por lo tanto, la viabilidad del animal. En este 
caso, el alelo condicional se denomina lox, ya que solo posee los sitios lox 
flanqueando el cassette o frt si hemos utilizado en primer lugar la recombinasa Cre, 
que reconoce los sitios lox y por lo tanto sólo nos quedan los sitios frt flanqueando el 








Los ratones condicionales para NuMA, NuMAlox/lox, resultaron ser perfectamente 
viables, aunque se observó una ligera disminución en el porcentaje de ratones 
NuMAlox/lox obtenidos (Figura 30). Esto, junto con ciertas patologías específicas que se 
mostrarán posteriormente, nos demuestra que la expresión de NuMA de un ratón 
condicional es hipomórfica, con lo cual tenemos otra herramienta para el estudio y la 
caracterización de NuMA. 
 
 
Figura 32: Posibles alelos y estrategia. El alelo WT (wild type o silvestre) de NuMA, posee 23 
exones, representado por rectángulos grises. La inserción del gene trap en el intrón1 genera el 
alelo loxfrt. Posteriormente, tras la actuación de las recombinasas Cre o Flip, obtenemos los 
alelos condicionales lox o frt. En este punto, la mutación puede ser reactivada mediante Flip o 
Cre, y así obtenemos el alelo KI. 
Figura 31: Sistemas de 
recombinación mediados por las 
recombinasas Cre y Flp. A. La 
escisión se produce cuando los sitios 
de reconocimiento de las 
recombinasas se encuentran en la 
misma orientación. B. La inversión se 
produce cuando los sitios de 
reconocimiento de las recombinasas 





4.5. Efectos de la deficiencia de NuMA en desarrollo 
embrionario y regulación del ciclo celular.  
La mayor parte de los estudios sobre el efecto de la eliminación de NuMA se han 
llevado a cabo en Drosophila. Debido a la ausencia de información en mamíferos, se 
realizó un estudio patológico exhaustivo de los órganos más importantes en el ratón, a 
distintas edades. Ya que los ratones en ausencia completa de NuMA son letales 
embrionarios, se analizaron ratones condicionales hipomórficos, y también ratones que 
provienen de cruces con otros animales transgénicos que expresan Cre bajo diversos 
promotores, y en los que por lo tanto la eliminación de NuMA se produce 
específicamente en ciertos tejidos. En este último caso, nos hemos centrado sobre 
todo en piel y sistema nervioso.  La piel es uno de los tejidos en los que se producen 
divisiones asimétricas que, como ya hemos comentado, están asociadas con 
divisiones de orientación apical/basal. Este tipo de divisiones ya se habían observado 
en la epidermis en desarrollo hace tres décadas (Smart, 1970).  Por otro lado, el 
sistema nervioso, formado por una gran diversidad de células, ha sido muy estudiado 
en Drosophila, donde se sabe que los progenitores del sistema nervioso se pueden 
dividir de forma simétrica y asimétrica, para renovarse y para producir células que se 
diferenciarán (Campos-Ortega, 1993; Doe and Technau, 1993). 
Como ya se ha comentado, la ausencia de NuMA provoca letalidad embrionaria 




Figura 33: Esquema de las partes de un embrión de día 6 de desarrollo embrionario. El 
dibujo resalta las partes más importantes del embrión y mediante flechas se indica su 
correspondencia en una foto real de embriones de día 6,5 silvestres. 
 
Una vez producida la fertilización, después de 4,5 días de desarrollo, el embrión se 
implanta en la pared uterina. La masa de células internas se divide en dos capas, una 




primitivo (y posteriormente a la capa más externa del saco vitelino), y la otra capa es el 
epiblasto, que dará lugar a todas las células del embrión, lo que se considera formado 
por células pluripotentes e indiferenciadas (Gilbert and Merlet-Benichou, 2000; Hogan 
et al., 1994) (Figura 33). Posteriormente, a día 6 de desarrollo embrionario, existen 
tres tipos celulares diferenciados: el trofoblasto, el epiblasto y el endodermo primitivo. 
Durante la fase de gastrulación, el ectodermo embrionario se diferenciará en las tres 
capas germinales primarias: endodermo, mesodermo y ectodermo. Es en este punto, 
en el que las células del epiblasto comienzan a diferenciarse, cuando se produce la 
letalidad del embrión en ausencia de NuMA. 
 Para analizar el aspecto de los embriones en dicho estadio, lo que hicimos fue 
aislar la decidua de las madres preñadas de día 6,5, y hacer cortes sucesivos de toda 
ella. Posteriormente, con el objeto de analizar los embriones que no expresaban 
NuMA, hicimos inmunohistoquímica para NuMA. Pudimos ver que todos los embriones 
negativos para NuMA, tenían un alto porcentaje de células apoptóticas si lo 



























Figura 34: Cortes de embrión de día 6,5. Se comparan dos embriones control o positivos 
para NuMA y un embrión KI (knock in) para NuMA. Se emplearon las técnicas de tinción con 
hematoxilina/eosina (H&E), inmunohistoquímica para NuMA y p53 y TUNEL para detectar 
apoptosis. 
 
Para analizar directamente las consecuencias de la eliminación de NuMA, y por 




aislaron fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) a partir de ratones modificados 
genéticamente, condicionales para NuMA (NuMAlox/lox), ya que como se ha indicado en 
el apartado anterior, los ratones en ausencia de NuMA tienen una letalidad muy 
temprana (E6,5) y no es posible obtener MEFs de estos animales, puesto que los 
fibroblastos se aíslan a día E13,5. En este caso, utilizamos ratones que procedían de 
cruces entre NuMAlox/lox y RERT-Cre. Estos últimos son ratones knock in que expresan 
Cre de manera inducible tras la administración de tamoxifeno (Mijimolle et al., 2005). 
Lo que se hizo fue mantener los fibroblastos en cultivo y añadir tamoxifeno al medio de 
cultivo, tres veces (v. Materiales y Métodos). Posteriormente, se cuantificó de la 
expresión de NuMA mediante inmunofluorescencia y utilizando el software de 
Metamorph. Los resultados nos muestran que la inversión del cassette no fue 
completa en todas las células, pero que la expresión de NuMA disminuyó de manera 




Figura 35: Tratamiento con tamoxifeno de MEFs. A) Estrategia del tratamiento. Cuando 
administramos 4-OHT  (4-hidroxi-tamoxifeno) a las células condicionales para NuMA, el alelo 
se convierte en knock in por inversión del cassette gene trap. B) Cuantificación de la intensidad 
de expresión de NuMA mediante inmunofluorescencia. 
 
Ya que el resultado no había sido del todo satisfactorio, se intentó eliminar la 
expresión de NuMA mediante infección de los MEFs condicionales para NuMA con 
vectores retrovirales que expresan Cre. En nuestro caso empleamos pBabe-puro-Cre 




que nos indicó que las propiedades proliferativas en ausencia de NuMA no diferían 
demasiado de las de los MEFs control (Figura 36). Sin embargo, este resultado a 
pesar de que se repitió varias veces, no parece muy fiable, ya que tanto las células 
control como las condicionales para NuMA tras la infección con Cre, sufren un 
descenso proliferativo que se podría explicar por la toxicidad de la incorporación de un 
alto número de copias de la recombinasa Cre en el núcleo de las células, puesto que 











Figura 36: Curva de crecimiento de MEFs NuMAlox/lox infectados con vectores retrovirales 
que expresan Cre o controles. Las infecciones retrovirales se realizaron utilizando los 
siguientes vectores retrovirales: EV: empty vector o vector vacío como control (pBabe-puro-
empty). Cre: vector que expresa Cre (pBabe-puro-Cre).  
 
Se realizó paralelamente la inmortalización de dichos MEFs, siguiendo el protocolo 
3T3. En este caso, tampoco pudimos observar diferencias destacables entre el 
comportamiento de los MEFs condicionales para NuMA y el de los MEFs silvestres 
(datos no mostrados). Una vez obtuvimos los MEFs inmortales, realizamos varios 
ensayos para determinar si la pérdida de NuMA provocaba algún tipo de deficiencia o 
de retraso, concretamente en la fase de mitosis del ciclo celular. Existen estudios 
previos en los que, mediante microinyección de anticuerpos para NuMA se observa un 
retraso en el tiempo empleado para la fase de mitosis (Gaglio et al., 1995). Se analizó 
el tiempo empleado para mitosis de MEFs inmortales NuMAlox/lox, previamente 
infectados con un vector retroviral que expresa Cre fusionado a GFP. Para ello, los 
que hicimos fue grabar, empleando un microscopio con tecnología de cámara rápida 
(time-lapse), las células infectadas de los distintos genotipos durante 24 horas. Las 
células en las que se ha producido la infección de Cre, y por lo tanto la inversión del 
cassette gene trap y la eliminación de la expresión de NuMA, se ven verdes por la 
presencia de GFP. Así, pudimos medir el tiempo de mitosis específicamente en 






Figura 37: Duración de las mitosis en fibroblastos inmortales y NuMAlox/lox; Cre. A) Cada 
punto se refiere a una mitosis, la duración de cada una viene indicado en el eje de las x. B) La 
media de la duración de todas las mitosis analizadas. GFP-Cre +: son las células positivas para 
la infección con pMx-GFPCre. GFP-Cre -: son las células negativas para la infección con pMx-
GFPCre. 
 
El resultado nos muestra que existe un pequeño retraso en el tiempo empleado para 
completar la fase de mitosis en ausencia de NuMA. La duración de mitosis se ha 
definido como el periodo de tiempo desde que la célula cambia a morfología redonda 
hasta que vuelve a su forma original y se une el sustrato.  
La progresión hacia mitosis de células inmortales NuMA∆/∆, presenta un retraso 
significativo con respecto a las NuMAlox/lox. A pesar de que esa diferencia no es muy 
acusada, las células presentan importantes defectos en la formación del huso mitótico. 
Se hicieron inmunofluorescencias de los MEFs inmortales infectados con Cre. Hicimos 
una tinción conjunta de NuMA y α-tubulina de los microtúbulos del huso para poder ver 
su estructura y la presencia o ausencia de NuMA. La mayor parte de los defectos 
observados en las células con presencia de NuMA, ya sean NuMAlox/lox o NuMA+/+, 
fueron husos con múltiples polos (Figura 38 A). En cambio, en el caso de las células 
en ausencia de NuMA, la mayor parte de los defectos observados fueron husos 
mitóticos aberrantes, con los polos desenfocados o sólo con un polo en otros casos 









Figura 38: Defectos en el huso mitótico en fibroblastos inmortales infectados con Cre. A) 
Inmunofluorescencias de MEFs con genotipo wt  y lox/lox para NuMA. Ejemplo de husos 
mutipolares en una célula NuMAlox/lox, y de un huso normal en una célula NuMA+/+. B) 
Inmunofluorescencia de MEFs de genotipo NuMAlox/lox y con Cre. Se muestran varios ejemplos 
de husos aberrantes.  Tubulina en blanco, DAPI en azul y NuMA en rojo. Se contaron N=100 
mitosis de fibroblastos NuMA+/+; N=30 mitosis de fibroblastos NuMAlox/lox y N=12 mitosis de 
fibroblastos NuMAlox/lox; Cre. 
 
4.6. Efectos causados por la deleción de NuMA en animales 
adultos.  
Hasta ahora, la supervivencia de los ratones condicionales para el gene trap de NuMA 
es exactamente la misma que en el caso de ratones no modificados genéticamente 







Figura 39: Curva de supervivencia de ratones condicionales para NuMA (lox/lox) y 
silvestres (+/+). 
 
4.6.1. Piel  
Como ya se ha comentado anteriormente, las divisiones asimétricas están asociadas 
frecuentemente, aunque no siempre, con divisiones celulares de orientación 
apical/basal. Durante los estadios más tempranos de morfogénesis de la epidermis, 
aproximadamente a día E12,5 de desarrollo embrionario de ratón, cuando la epidermis 
sólo tiene una capa, ocurren divisiones laterales. Una vez que se inicia la 
estratificación de la epidermis, a día 15,5 de desarrollo embrionario, se produce la 
rotación del plano de división celular, resultando en divisiones con orientación 
apical/basal. Durante los últimos estadios de desarrollo de la epidermis, a día E18,5 de 
desarrollo embrionario, las células intermediarias maduran a células postmitóticas de 
la capa espinosa, y como consecuencia, la proliferación se limita a la capa basal 
(Figura 40). Como las células hijas que se generan de las divisiones con orientación 
apical/basal adoptan distintos destinos, se propuso que las divisiones asimétricas eran 
esenciales para el inicio de la estratificación durante la morfogénesis de la epidermis 








Se sabe que las células de la capa basal de la epidermis, usan su polaridad para 
dividirse asimétricamente para generar las capas superiores y renovarse. En este tipo 
de divisiones, al igual que en el sistema nervioso, es importante la localización de 
aPKC, de las proteínas Par, de LGN y también de NuMA, la cual se localiza 
apicalmente en las divisiones con orientación apical/basal (Lechler and Fuchs, 2005). 
Para analizar los efectos de la ausencia de NuMA sobre este tipo de divisiones, se 
cruzaron ratones condicionales para NuMA, con ratones transgénicos que expresan 
Cre inducible por tamoxifeno, bajo el promotor K14 (K14-CreERtam) (Vasioukhin et al., 
1999). El promotor humano K14 ha sido de gran utilidad para el estudio de genes 
mitóticamente activos de la capa basal de la epidermis del ratón, de las capas 
exteriores del folículo piloso, del epitelio oral y del esófago (Byrne et al., 1994; Sumpio 
et al., 1997; Vassar et al., 1989). Para la eliminación de NuMA en la piel de ratones 
adultos, este transgénico, codifica la recombinasa Cre fusionada al dominio de unión al 
ligando del receptor de estrógenos, que reacciona a la administración de tamoxifeno, 
tanto oral como tópicamente. De esta manera, Cre es traslocada al núcleo de la célula 
y entonces puede reconocer los sitios loxP e invertir el cassette del gene trap, 
produciendo la eliminación de NuMA sólo en piel. 
Se realizaron tratamientos con tamoxifeno, aplicado directamente en la piel de 
la espalda de los ratones previamente afeitados (v. Materiales y Métodos). Se hicieron 
cuatro grupos de ratones, por un lado de genotipos NuMAlox/lox y NuMA+/+, y para cada 
genotipo, tratados con tamoxifeno o sin tratar (añadiendo sólo etanol, el diluyente del 
tamoxifeno). Una semana después de finalizar del tratamiento, realizamos necropsias 
completas de dichos animales. Sólo en algunos casos, pudimos observar anomalías 
en la piel, como la presencia de papilas dérmicas y folículos pilosos aberrantes, o la 
presencia de grupos de células sin clasificar en la dermis (Figura 41). El hecho de 
Figura 40: Esquema del folículo piloso. Las 
células madre residen en una región o protuberancia 
bajo la glándula sebácea. Al inicio de cada ciclo del 
pelo, las células madre se activan para formar un 
nuevo pelo. Mientras esto ocurre, las células de la 
matriz o células amplificadoras transitorias atrapan la 
papila dérmica en su base. Estas células progresan 
para diferenciarse en las capas que forman el folículo 
piloso (Oshima et al., 2001). Las células 
mesenquimales son las que forman la papila 
dérmica. La epidermis es un epitelio estratificado con 
una capa basal que contiene progenitores 
unipotentes y células amplificadoras transitorias. Las 
células basales se diferencian para formar las capas 
espinosa, granular y el estrato córneo. Figura 




encontrar anomalías sólo en algunos animales, se debe a que el tratamiento no tuvo 
una eficiencia demasiado alta, ya que posteriormente, realizamos 
inmunohistoquímicas para detectar la presencia de NuMA y pudimos concluir que el 
tratamiento no había sido eficaz (datos no mostrados). Estos tratamientos se repitieron 
variando las condiciones de aplicación (inyección intraperitoneal, comida...) o su 





Figura 41: Cortes histológicos de piel de ratón tratado con tamoxifeno. Todas las 
fotografías corresponden al genotipo NuMAlox/lox. A) Folículos pilosos aberrantes; B) Grupos de 
células sin identificar; C) Papilas dérmicas aberrantes. Las tinciones en todos los casos son de 
hematoxilina/eosina, y las flechas indican las aberraciones. 
 
 
4.6.2. Sistema nervioso 
Mediante el análisis patológico de necropsias realizadas a ratones condicionales 
(NuMAlox/lox) a 3 meses de edad, pudimos observar algunas anomalías relacionadas 
con el sistema nervioso. 
En primer lugar, mediante inmunohistoquímicas realizadas con los anticuerpos 
GFAP (marcador de astrocitos) y Ki67 (marcador de proliferación), observamos un 
incremento en el número de células positivas para GFAP en el caso de los animales 
NuMAlox/lox. Por otro lado, cuando medimos proliferación con ki67, observamos un 
aumento en el número de células positivas en los animales NuMAlox/lox, con respecto a 
los silvestres. Para medir proliferación en cerebro, nos centramos en la zona 
subventricular, donde se localizan las células progenitoras del sistema nervioso 
(Yoshimura et al., 2001) (Figura 42). Puede que estos animales, al ser hipomórficos, 
tengan algún tipo de problema en el control de la división celular de las células 







Figura 42: Inmunohistoquímicas para GFAP y Ki-67 en cerebro de ratón. Se analizaron 
ratones de 3 meses de edad, de genotipo NuMAlox/lox y NuMA+/+. A) Corte histológico e 
inmunohistoquímica. B) Cuantificación de las células positivas para la inmunohistoquímica de 
Ki-67. 
 
Se realizaron necropsias completas de animales entre 5 y 6 meses de edad. Nos 
centramos en las posibles anomalías del sistema nervioso. Partiendo de lo que hemos 
observado anteriormente, podría ser que las células progenitoras del sistema nervioso 
estuvieran de alguna manera afectadas, puesto que para su renovación es necesario 
que se produzcan divisiones asimétricas. Para comprobar esto, se realizaron 
inmunohistoquímicas para Sox2 y Sox9, marcadores de células progenitoras del 
cerebro (Alcock et al., 2009; Pevny and Placzek, 2005) (Figura 43). El resultado nos 
indica que existe un ligero incremento en el número de células progenitoras del 
sistema nervioso en los animales NuMAlox/lox.  
Aunque estos resultados son muy preliminares, nos dan una pista sobre el 
efecto que puede tener una disminución de NuMA sobre el sistema nervioso de ratón. 
Puede ser que las divisiones asimétricas no se estén produciendo de manera correcta, 
y que por lo tanto, existe una pequeña variación en nuestros animales hipomórficos 







Figura 43: Inmunohistoquímica para Sox 2 y Sox 9 en cerebro de ratón. Se analizaron 
ratones de 6 meses de edad, de genotipo NuMAlox/lox y NuMA+/+. A) Corte histológico e 
inmunohistoquímica. B) Cuantificación de las células positivas para las inmunohistoquímicas de 
Sox2 y Sox9 (sobre un total de 1000 células). 
 
Por último, y puesto que a nivel embrionario también existe una pequeña disminución 
en el número de embriones NuMAlox/lox (Figura 30), realizamos un estudio patológico 
de embriones de día 16.5 y 17.5, con genotipos NuMAlox/lox y NuMA+/+. En este caso, 
en la medula ósea se observó una ligera disminución en el número de motoneuronas y 
una desorganización en su localización (Figura 44). Normalmente, las motoneuronas 
se sitúan en la parte ventral de la médula ósea de manera ordenada y homogénea. Se 
trata de células grandes que proyectan sus axones fuera del sistema nervioso central 



























Figura 44: Cortes de médula ósea de embriones de ratón. Tinción con hematoxilina/eosina. 
Los embriones son de día 16,5 y 17,5 de desarrollo embrionario. Las flechas señalan las 
motoneuronas 
 
Todos estos resultados histológicos que nos demuestran que el sistema nervioso de 
los ratones con una pequeña deficiencia para NuMA presenta ciertas anomalías, nos 
llevó a realizar ensayos de aprendizaje con animales de varias edades y sexos, de 
genotipos NuMAlox/lox, NuMA+/lox y NuMA+/+, con el objeto de encontrar una relación 
entre las anomalías a nivel histológico y el comportamiento de estos ratones frente a 
distintos objetos.  
Se ha descrito que los ratones pasan más tiempo explorando nuevos objetos 
que objetos con los que ya están familiarizados o que ya han reconocido 
anteriormente. El ensayo de reconocimiento de objetos que se hizo, para estudiar la 
capacidad de memoria de reconocimiento de estos animales, se realizó siguiendo un 
protocolo basado en dos fases. En la primera, se le presenta al animal  un objeto, para 
que se familiarice con él, pero en un  ambiente distinto al habitual. Posteriormente, el 
animal vuelve a su caja habitual y en una segunda fase al animal se le presentan dos 
objetos: el que previamente ya había reconocido, y uno nuevo. Teóricamente, el 
animal debe pasar más tiempo explorando el objeto nuevo (Bevins and Besheer, 2006; 




































Figura 45: Ensayo de estudio de aprendizaje. Arriba: esquema del ensayo. A-B) Resultados 
del ensayo de estudio de comportamiento. A) El ratio de discriminación se obtuvo dividiendo el 
tiempo que pasa cada ratón reconociendo el objeto nuevo, entre el total de tiempo que pasa 
reconociendo ambos objetos, el nuevo y con el que ya estaba familiarizado. B) Se muestra el 
porcentaje de ratones en los cuales el ratio de discriminación es mayor de 0,5, es decir, que 
pasan menos tiempo en el reconocimiento del objeto nuevo. Para este ensayo, se emplearon 8 
ratones wt, 3 ratones +/lox y 14 ratones lox/lox. 
 
Durante el ensayo, después de la familiarización con la caja y los objetos, se midieron 
los tiempos, para cada animal por separado, que pasaban con el objeto viejo 
(familiarizado) y con el nuevo. Con estos datos se obtuvo el ratio de discriminación, 
que se calculó dividiendo el tiempo que pasaba con el objeto nuevo entre el tiempo 
total que pasaba con ambos objetos. Esto quiere decir que si pasa más tiempo con el 
objeto nuevo, el valor será menor de 0,5. Los resultados obtenidos muestran una clara 
diferencia entre los ratones NuMAlox/lox analizados con respecto a los controles 




tiempo con el objeto nuevo. Esto demuestra que existe un problema de memoria de 
reconocimiento en los animales hipomórficos para NuMA. 
 Con estos resultados, y con el objeto de profundizar más en el función de 
NuMA en el desarrollo del sistema nervioso de ratón, se cruzaron animales 
condicionales para NuMA, con animales transgénicos Nestin-Cre, los cuales son 
capaces de expresar la recombinasa Cre, pero bajo el promotor  de la nestina (Dubois 
et al., 2006). La Nestina es una proteína intermediaria filamentosa, que se identificó 
como precursor de las células neuroepiteliales de rata (Lendahl et al., 1990). Se sabe 
que el promotor de nestina, se expresa sobre todo en el sistema nervioso central, con 
lo cual si se cruzan los animales condicionales para NuMA con Nestin-Cre, 
obtendremos una deleción de NuMA, sólo en los tejidos del sistema nervioso central. 
 Estos cruces se están llevando a cabo en estos momentos, por lo que será 
necesario esperar un tiempo hasta que se pueda estudiar el fenotipo resultante, que 
nos permitirá llegar a una conclusión clara en cuanto al papel de NuMA en el sistema 

























El papel de la regulación del ciclo celular en el desarrollo del cáncer ha sido muy 
estudiado durante estos últimos años. Las células tumorales acumulan mutaciones 
que resultan en señales mitogénicas esenciales y respuestas defectuosas a señales 
anti-mitogénicas, lo cual contribuye a una proliferación descontrolada (Malumbres and 
Barbacid, 2001; Massague, 2004). Además, muchos tumores adquieren inestabilidad 
genómica, que da lugar a mutaciones adicionales, y también inestabilidad 
cromosómica, defecto responsable de los cambios numéricos de los cromosomas 
(Kastan and Bartek, 2004; Suijkerbuijk and Kops, 2008). Estas alteraciones pueden 
resultar no sólo en ventajas proliferativas, sino también en un incremento en la 
susceptibilidad a la acumulación de alteraciones genéticas adicionales que contribuyen 
a la progresión tumoral y la adquisición de fenotipos más agresivos. 
5.1. Cdks, inhibidores INK4 y el control de G1/S 
Las alteraciones encontradas en tumores humanos afectan frecuentemente a la ruta 
de retinoblastoma y sus reguladores, siendo frecuente la sobreexpresión de ciclinas o 
inactivación de CKIs (p16INK4a y p15INK4b) y, en definitiva, a la activación desmedida de 
las quinasas Cdk4 y Cdk6. Las alteraciones genéticas o epigenéticas en Cdk2 o sus 
reguladores han sido raramente descritas en tumores humanos aunque es frecuente 
encontrar sobreexpresión de ciclina E1 y/o niveles reducidos de p27Kip1, en muchos 
casos con valor prognóstico en el desarrollo de la enfermedad (Lloyd et al., 1999; 
Philipp-Staheli et al., 2001; Porter et al., 1997).  
Al contrario que en el caso de Cdk2, la desregulación de Cdk4 y Cdk6 en el 
desarrollo de tumores sí tiene una clara base genética y viene determinada en muchos 
casos por alteraciones cromosómicas (como amplificación de ciclina D1 o Cdk4, 
translocación de Cdk6 o deleción de los genes supresores como p16INK4a) o 
inactivaciones epigenéticas (metilación de los promotores de p16INK4a y p15INK4b). 
También se han identificado, aunque con baja frecuencia, mutaciones puntuales en 
Cdk4 y Cdk6 que dan lugar a la pérdida de su capacidad de unirse a los inhibidores 
INK4 (Easton et al., 1998; Steitz et al., 2006). Un buen ejemplo de este caso lo 
constituye la mutación R24C en Cdk4, encontrada en pacientes de melanoma con 
origen somático o hereditario (Steitz et al., 2006; Zuo et al., 1996). Según se deduce 
de su efecto molecular, esta mutación debería ser equivalente a la inactivación 
simultánea de los cuatro inhibidores de la familia INK4 (p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y 
p19INK4d), aunque su incidencia en la enfermedad humana es muy limitada (Steitz et 
al., 2006). Esta discrepancia puede deberse al hecho de que las mutaciones puntuales 




de sus inhibidores. Asimismo, conviene recordar el hecho de que esta mutación en 
Cdk4 puede dejar libres los inhibidores INK4 que podrían tener un efecto inhibitorio 
mayor sobre la actividad Cdk6. 
Debido a la frecuencia de desregulación de Cdk6 y Cdk4 en tumores humanos, 
destacando las amplificaciones o sobreexpresiones de Cdk6 en diversos tipos de 
linfomas (Chilosi et al., 1998; Santamaria et al., 2008), y a la posibilidad de desarrollar 
estrategias terapeúticas dirigidas a la inhibición de Cdk6 y Cdk4, el estudio biológico 
de la función de estas quinasas resultan de interés básico y aplicado. Por ello, y para 
comprender el efecto único o combinado de la ausencia de inhibición de Cdk4 y Cdk6 
por los inhibidores INK4, se ha generado un modelo knock in de Cdk6, que porta la 
mutación R31C, homóloga a R24C de Cdk4. 
Cdk6 es regulador de la ruta de la proteína retinoblastoma (pRb) y es crucial en 
el desarrollo de las células T (Hu et al., 2009). La actividad de Cdk6 está controlada 
por su asociación con las ciclinas D y por los inhibidores de las Cdks, incluyendo los 
miembros de las familias INK4 y CIP/KIP. De los tres tipos de ciclinas D, los timocitos 
expresan sobre todo las ciclinas D2 y D3. Ciclina D3 se induce fuertemente en los 
estadíos DN4 y simples positivos inmaduros, después del pre-ensamblaje de los 
receptores de células T. Por otro lado, la expresión de ciclina D2 es elevada en los 
estadíos DN1-DN3, antes del pre-esamblaje de los receptores de las células T. Por lo 
tanto, Cdk6 juega un papel importante como proteína que se asocia con ciclina D en 
las distintas fases de desarrollo de los timocitos. Se sabe que los knock out para Cdk2 
y Cdk4 no tienen ningún efecto en el desarrollo de las células T (Ortega et al., 2003; 
Rane et al., 1999), aunque se ha observado un considerable descenso en la 
celularidad de los timos en los animales knock out para Cdk6 (Malumbres et al., 2004), 
de acuerdo con una expresión predominante de Cdk6 en los distintos tipos de céulas 
hematopoyéticas (Chilosi et al., 1998; Della Ragione et al., 1997).  
En los ratones Cdk6R31C/R31C encontramos un aumento en el número de células 
en el estadío DN4. Estos resultados concuerdan con los observados en el knock out 
de ciclina D3 (Sicinska et al., 2003). Las poblaciones dobles negativas se dividen en 
cuatro estadíos de desarrollo (DN1-4). Hasta DN3, la proliferación de los timocitos se 
lleva a cabo gracias a las interleuquinas y a cKit (Di Santo et al., 2000). En el estadio 
DN3, se produce la reordenación de las cadenas β de los receptores de las células T y 
el pre-ensamblaje de otros receptores. En este punto, ciclina D3 es necesaria para la 
proliferación de los timocitos, ya que los ratones deficientes para esta ciclina presentan 
problemas en la expansión de los timocitos inmaduros a partir del estadío DN3. Según 
nuestros resultados, la transición de DN3 a DN4 está claramente favorecida por la 




En general, observamos en nuestros ratones Cdk6R31C/R31C un incremento en el 
número de progenitores hematopoyéticos. En estudios recientes, se ha demostrado 
que Cdk6 tiene un papel importante en el bloqueo de la diferenciación. Por ejemplo, la 
expresión de Cdk6 en los astrocitos de ratón da lugar a un cambio drástico de 
morfología, que está relacionado con cambios en la expresión de marcadores de 
diferenciación (Ericson et al., 2003). Células MEL (murine erythroid leukemia) que 
expresan la forma resistente a los inhibidores INK4 de Cdk6 (mutación R31C), pero no 
la de Cdk4 (R24C), no son capaces de diferenciarse (Choe et al., 2003). La 
sobreexpresión de Cdk6 también inhibe la diferenciación de los osteoblastos 
estimulados, y los niveles de proteína de Cdk6, pero no de Cdk4 disminuyen en la 
diferenciación de osteoclastos de células monocíticas de ratón (RAW) (Ogasawara et 
al., 2004). 
La coordinación entre diferenciación y arresto en el ciclo celular relaciona la 
actividad de los reguladores transcripcionales, que activan la expresión de genes 
específicos de cada línea celular, y la maquinaria del ciclo celular. Como se ha 
demostrado con los ejemplos anteriores, la importancia de esta coordinación es 
fundamental para una correcta diferenciación de los numerosos tipos celulares. En 
nuestro caso, como ya se ha visto, Cdk6 se expresa en los progenitores del sistema 
hematopoyético y la mutación de Cdk6, R31C, provoca una desregulación del ciclo 
celular de dichos progenitores, y por lo tanto se produce una falta de diferenciación de 
los mismos y su acumulación. Por ejemplo, se ha demostrado que Cdk6, pero no 
Cdk4, es capaz de inhibir factores de transcripción como Runx1, importante para la 
diferenciación de múltiples tipos celulares, incluídas las células hematopoyéticas. La 
interacción entre Cdk6-Runx1, combinada con una disminución de Cdk6 en la 
diferenciación de los granulocitos, demuestra que Cdk6 es capaz de bloquear la 
asociación de factores de transcripción con promotores específicos de diferenciación 
(Fujimoto et al., 2007). 
Las patologías principales de los ratones adultos son los linfomas, en un 
elevado porcentaje. Esto, junto con el incremento acusado de proliferación de los 
timocitos de ratones Cdk6R31C/R31C, y la acumulación de células inmaduras en ratones 
de más de 80 semanas (DN), frente a la disminución de DP, nos demuestra que Cdk6 
tiene un papel importante en la diferenciación de los linfocitos. La falta de inhibición 
por las proteínas de la familia INK4 mantiene a Cdk6 activo y se produce un 
incremento de la proliferación de las células hematopoyéticas linfoides. De esta 
manera, el proceso de diferenciación de las mismas está dañado.  
El resultado del análisis de sangre periférica de ratones jóvenes Cdk6R31C/R31C, 
no muestra diferencias significativas con sus hermanos Cdk6+/+, aunque el resultado 




Si observamos el número relativo de progenitores inmaduros linfoides, vemos que han 
disminuído considerablemente en estos ratones adultos. Estos resultados nos 
confirman que existe un incremento en la proliferación y una disminución en la 
diferenciación, cuyas consecuencias se hacen más acusadas a medida que los 
ratones envejecen. Se sabe que la reducción de la capacidad proliferativa celular, en 
general está relacionada con la edad. Este fenómeno se percibe claramente en los 
linfocitos T (Hori et al. 1973; Foad et al. 1974; Hung et al. 1975; Walters and Claman 
1975; Joncourt et al. 1981; Schwab et al. 1985), y constituye en mecanismo básico por 
el cual la respuesta inmunitaria en ancianos se encuentra dañada.  
Los cultivos primarios de linfocitos T derivados de organismos maduros 
muestran que el principal problema en la progresión en el ciclo celular ocurre antes de 
la fase S (Tice et al. 1979; Kubbies et al. 1985). La progresión de los linfocitos T a 
través de G1 se lleva a cabo principalmente por Cdk6. Se observa una gran 
disminución de su actividad asociada con la edad, no relacionada con una disminución 
de su expresión, que, según nuestros resultados, podría deberse a una inhibición por 
las proteínas de la familia INK4. 
Mediante el estudio de ratones deficientes para p18INK4c, se llegó a la 
conclusión de que este miembro de la familia INK4 regula las decisiones de los 
destinos celulares de las células madre hematopoyéticas, ya que afecta el balance 
entre diferenciación y auto-renovación (Yuan et al. 2004). Otros estudios sugieren que 
existe un papel importante para p16INK4a en la auto-renovación de las células madres 
hematopoyéticas en condiciones de estrés oxidativo (Ito et al. 2004). La función de las 
proteínas INK4 en hematopoyesis no está tan clara en los estadíos más tardíos de la 
hematopoyesis. Recientemente se ha descrito el papel de p15INK4b en hematopoyesis 
con el uso de ratones deficientes en esa proteína. Mediante citometría de flujo, se ha 
visto que presentan un incremento considerable en el número de progenitores de 
granulocitos y macrófagos, así como un aumento en el potencial proliferativo de estos 
progenitores. En el análisis de nuestros ratones Cdk6R31C/R31C también observamos un 
incremento acusado en los progenitores de granulocitos y macrófagos, tanto en 
animales jóvenes como en viejos. Por lo tanto, podemos conluir que el efecto de la 
ausencia de inhibición  en Cdk6 por las proteínas de la familia INK4 causa defectos de 
diferenciación de varias poblaciones hematopoyéticas, siendo las más destacadas las 
de la línea linfoide. 
Los ratones mutantes dobles Cdk4R24C/R24C; Cdk6R31C/R31C presentan una 
letalidad embrionaria tardía, alrededor de día 16,5-17,5 de desarrollo embrionario. El 
tamaño y el aspecto general de los embriones, no difiere demasiado del de embriones 
silvestres de la misma edad, pero en el caso de los dobles mutantes, se observan 




cuerpo más grandes y lleva a cabo un elevado número de funciones complejas 
esenciales para la vida. Estas funciones van desde la conversión de glucosa en 
glucógeno, producir ácidos biliares, hasta formar proteínas plasmáticas y filtrar 
sustancias nocivas para la sangre.  
En el ratón, el desarrollo del hígado comienza alrededor del día 9 de desarrollo 
embrionario. Durante el periodo de desarrollo de día 10,5 a 12,5, el hígado se 
convierte en el sitio más importante de hematopoyesis (Hata et al, 2007). Alrededor del 
día 14,5, los hepatocitos y las células de los conductos biliares se empiezan a 
desarrollar a partir de los hepatoblastos. Como estos hepatoblastos se transforman de 
manera gradual en hepatocitos maduros, la principal función del hígado pasa de 
hematopoyesis a metabolismo (Hata  et al, 2007; McLin et al 2006).  
Hemos analizado las distintas poblaciones hematopoyéticas en hígado fetal de 
embriones de día 13,5 y no se observan diferencias en las céulas madre 
hematopoyéticas, aunque se observa un acusado incremento en el número de 
progenitores de la línea linfoide. Como ya se ha mencionado, en los ratones jóvenes y 
adultos Cdk6R31C/R31C, el número de progenitores linfoides está disminuido en relación 
con sus hermanos silvestres. Parece que la completa ausencia de inhibición por las 
proteínas INK4 provoca un incremento en la proliferción de algunos tipos celulares, en 
nuestro caso, para el genotipo Cdk4R24C/R24C; Cdk6R31C/R31C, de aquellas presentes en el 
embrión como los progenitores hematopoyéticos linfoides y que esto, extrapolándolo a 
ratones adultos mutantes para Cdk6 (R31C), se refleja en un descenso de las células 
progenitoras y un incremento de las células maduras, lo que da lugar a las hiperplasias 
observadas en timo y posteriormente con el envejecimiento de los ratones a linfomas. 
Los análisis histológicos de los embriones de día 16,5 de desarrollo 
embrionario también nos indican aberraciones morfológicas de los eritrocitos maduros 
existentes en los vasos sanguíneos, tanto del hígado fetal como del resto del embrión. 
Esta característica de los eritrocitos es típica en los casos de anemia causada por 
alteraciones en las divisiones de los precursores eritroides. Además, el número de 
estos precursores está incrementado de forma significativa en los embriones dobles 
mutantes. Esto sugiere que una de las causas de la letalidad embrionaria en estadíos 
tardíos del desarrollo  podría ser un problema en la diferenciación de los progenitores 
eritroides. Cdk4 y Cdk6 se expresan de manera diferencial en los distintos estadíos de 
la maduración eritroide (Matushansky, 2000). Cuando los precursores eritroides están 
transformados, como en  células de ratón con eritro-leucemia (MEL), existe un bloqueo 
en el estadío de pro-eritroblasto y su diferenciación requiere la inhibición de Cdk6, 
pero no de Cdk4 (Matushansky, 2000). Por consiguiente, la diferenciación terminal 




disminución temprana de la actividad de Cdk6, seguida por una disminución tardía de 
la actividad de Cdk4 (revisado en Steinman, 2002).  
Nuestras observaciones de que la falta de inhibición de Cdk4 y Cdk6 afecta 
gravemente al sistema hematopoyético están de acuerdo con esos estudios aunque 
demuestran que Cdk4 y Cdk6 pueden complementarse, al menos parcialmente, in 
vivo. Además, el doble knock out para Cdk4 y Cdk6 también presenta problemas 
hematopoyéticos y los ratones no llegan a ser viables, produciéndose una letalidad 
embrionaria tardía, causada principalmente por un problema de maduración de las 
distintas líneas hematopoyéticas y por una disminución en el número de células 
sanguíneas en sangre periférica. Esto lleva a una anemia severa, responsable de la 
muerte de los embriones (Malumbres, Sotillo et al. 2004). En nuestro caso ocurre lo 
contrario, existe un aumento de progenitores, principalmente linfoides y eritroides, y un 
problema en la diferenciación de los mismos, produciéndose una situación parecida de 
anemia, y por lo tanto provocando la muerte del embrión. Este argumento no puede 
extrapolarse a todos los tipos celulares, ya que in vitro, los MEFs proliferan bien y el 
resto de los tejidos de los embriones Cdk4R24C/R24C; Cdk6R31C/R31C no presentan 
anomalías. 
Por lo tanto, Cdk4 y Cdk6 actúan en distintos estadíos de diferenciación  
eritroide. Los niveles de Cdk6 están regulados por PU.1, un factor de transcripción 
hematopoyético, necesario para el desarrollo de monocitos, granulocitos y linfocitos B, 
aunque  no para la diferenciación de los eritrocitos. Su expresión desregulada en 
precursores eritroides, causada por la inserción proviral en el locus que codifica PU.1, 
es clave para el desarrollo de la eritroleucemia inducida por el virus Friend (Moreau-
Gachelin et al. 1988; Paul et al 1989). La unión de PU.1 a Gata-1, el factor de 
trascripción específico eritroide, da lugar a la represión de Gata-1 (Gusella et al., 1976; 
Hsieh et al., 2000; Kiyokawa et al., 1994) y al bloqueo de la diferenciación eritroide de 
las células MEL (Choe et al., 2003). Es necesaria una disminución de Cdk6 y de PU.1 
para que estas células MEL reinicien su diferenciación. Estas observaciones apoyan 
nuestros resultados observados en los embriones Cdk4R24C/R24C; Cdk6R31C/R31C, ya que 
la no inhibición de estas quinasas por los inhibidores INK4, impide la diferenciación de 
los precursores eritroides, como hemos observado en nuestros embriones. 
Finalmente, y como ya hemos comentado, Cdk6 es regulador de la proteína 
retinoblastoma. Los ratones knock out para Rb son letales embrionarios a día 14,5 de 
desarrollo embrionario, presentando defectos hematopoyéticos, entre otros como la 
neurogénesis (Clarke et al 1992; Jacks et al 1992; Lee et al 1992). 
En general, estos resultados muestran que la desregulación de la ruta 
INK4/Cdk4-6/pRb está involucrada en el control de la proliferación celular en el 




animales, como los ko de las proteínas inhibidoras INK4, pRb, ciclina D, Cdk4 y Cdk6. 
Estos resultados validan la importancia de las kinasas que regulan el ciclo celular, y 
más concretamente la progresión a través de G1 y la transición G1/S en la 
diferenciación y desarrollo de células especializadas como las del sistema 
hematopoyético. La diana ideal para la intervención farmacológica tendría que ser 
esencial para el crecimiento o la supervivencia de las células tumorales, pero no 
necesaria para la viabilidad de las células normales. Cdk6 y Cdk4 cumplen estos 
requerimientos ya que no son esenciales para el desarrollo del ratón ni para la 
proliferación de células normales en cultivo como hemos mostrado. Sin embargo, la 
pérdida de uno de sus múltiples mecanismos de regulación inhibición por proteínas 
INK4 es suficiente para desarrollar graves alteraciones en el sistema 
hematopoyético principalmente. 
5.2. Control del huso mitótico por NuMA y su relevancia in vivo. 
Los mecanismos por los cuales los cromosomas se separan de manera equitativa en 
dos células hijas se llevan analizando desde que Theodor Boveri describió el efecto de 
una segregación cromosómica desigual en las células hijas, postulando que podría ser 
la causa del desarrollo de tumores y defectos en el nacimiento, teniendo en cuenta las 
observaciones previas de von Hansemann de figuras mitóticas anormales en algunas 
muestras de carcinomas (von Hansemann, D. 1890, Boveri T, 1902). Es posible que 
todas las aneuploidías humanas (células con un contenido distinto a 46 cromosomas) 
que ocurren durante el desarrollo dan lugar a letalidad embrionaria (excepto algunos 
casos de ciertas combinaciones de cromosomas sexuales y trisomías de los 
cromosomas 13, 18 y 21, que dan lugar a defectos importantes en el nacimiento). 
Además, muchas células de tumores sólidos son aneuploides  y muchas células de 
líneas tumorales presentan inestabilidad cromosómica (Lengauer et al., 1997). Las 
causas de este desequilibrio cromosomal son desconocidas, pero probablemente se 
encontrarán posibles defectos en los procesos que controlan el huso mitótico y la 
segregación de los cromosomas durante mitosis.  
El huso mitótico está compuesto por una colección de microtúbulos bipolares, 
necesarios para el alineamiento y la segregación de los cromosomas durante mitosis. 
Los polos del huso son focos para los polos negativos de los microtúbulos del huso y 
sirven de destino final para los cromosomas que se han segregado en anafase 
(Compton, 1998). En las mitosis de las células somáticas animales, los polos del huso 
coinciden con los centrosomas, el centro organizador de microtúbulos más importante, 
aunque se puede prescindir de ellos para la formación del huso o de los polos (Heald 




que usaban extractos de Xenopus in vitro, se estableció un papel para una proteína 
muy abundante en los polos del huso, NuMA (nuclear mitotic apparatus), que consistía 
en la formación de los polos del huso, de manera independiente de los centrosomas 
(Heald et al., 1996; Merdes et al., 2000). Sin embrago, la contribución que ejercen 
NuMA y los centrosomas en el establecimiento y mantenimiento de la integridad de los 
polos del huso está pendiente de resolverse. Estudios previos indican que NuMA tiene 
un papel en la captación de las fibras de los cinetocoros en los polos (Khodjakov et al., 
2003). NuMA es transportada hacia los polos del huso gracias a la dineína (Merdes et 
al., 2000). En este trabajo hemos demostrado que la ausencia de NuMA provoca, 
entre otros problemas, defectos en la formación del huso, debido a que los 
microtúbulos no son capaces de formar polos definidos. Esto sugiere que NuMA es 
necesaria para el transporte de las fibras de extremos negativos de los cinetocoros a 
los polos del huso bipolar. Este hecho proporciona una evidencia clara de que la 
función de NuMA durante la mitosis se basa en el mantenimiento  de las conexiones 
del huso, pero no de su establecimiento, ya que en ausencia de NuMA, el incio de la 
formación del huso mitótico ocurre de manera normal pero es al final de metafase 
cuando se producen alteraciones en la focalización de los microtúbulos del huso (Silk 
et al., 2009). 
La formación del huso bipolar en ausencia de NuMA sugiere que existe un 
proceso alternativo relacionado con el establecimiento de los polos del huso, y puede 
que este proceso sea dependiente de los centrosomas,  que puede que cooperen con 
componentes como HSET en mamíferos y Ncd en Drosophila (Gordon et al., 2001; 
Goshima et al., 2008). 
La eliminación de la función de la dineína, da lugar a una serie de defectos 
parecidos a los que hemos observado en ausencia de NuMA (Goshima et al., 2008; 
Heald et al., 1997). La inhibición de la dineína provoca una redistribución de NuMA 
desde los polos del huso hacia toda la extensión de los microtúbulos. Esto sugiere que 
una de las principales funciones de la localización de la dineína en el huso en mitosis 
podría ser el transporte de NuMA hacia los polos negativos de los microtúbulos (Gaglio 
et al., 1997; Merdes et al., 2000). 
Los defectos observados en el huso de los fibroblastos en ausencia de NuMA, 
provocan un pequeño retraso en la progresión de mitosis, pero este defecto no es lo 
suficientemente agresivo como para producir una parada en mitosis. Un solo 
cinetocoro no unido a los microtúbulos, es capaz de retrasar el inicio de anafase  
(Rieder and Salmon, 1994).  Esto indica que la captación de los microtúbulos por los 
cinetocoros ocurre de manera eficiente en ausencia de NuMA. Además, la mayor parte 
de la segregación cromosómica ocurre de manera normal en los husos que no están 




que el hecho de que los polos estén correctamente posicionados, no es un 
requerimiento absoluto para que todos los cinetocoros estén unidos a los microtúbulos 
del huso y para que la mayoría de los cromosomas se alineen y segreguen en 
anafase. Además, en plantas, las células llevan a cabo mitosis con éxito sin 
centrosomas, usando husos mitóticos en los que los polos no están bien definidos 
(Yuan et al., 2004). Se ha visto que las fuerzas mecánicas de las fibras de los 
cinetocoros entre los polos del huso y los cinetocoros, no son capaces de prevenir los 
movimientos de los cromosomas en contra de los polos (Nicklas, 1997). 
Aunque parece que la segregación de la mayoría de los cromosomas ocurre de 
manera normal, en algunas células se han visto defectos en el alineamiento de los 
cromosomas. Estos defectos pueden dar lugar a errores en la segregación 
cromosómica que podrían explicar el requerimiento de NuMA en la correcta 
localización de los polos para la viabilidad del ratón durante el desarrollo embrionario, 
y para una proliferación celular correcta. Esto concuerda con la letalidad embrionaria 
que da lugar una incorrecta segregación de los cromosomas, como ocurre en ausencia 
de CENP-E (centromeric protein E) (Putkey et al., 2002) 
La letalidad embrionaria en ausencia de NuMA, ocurre de manera temprana, a 
día 6,5 de desarrollo embrionario y podría tener varias explicaciones. Por un lado, el 
fallo en la segregación de los centrosomas como elemento carga del huso (Pickett-
Heaps , J. 1969), que no son necesarios para el funcionamiento del huso mitótico, 
pero son esenciales para un desarrollo embrionario normal (Chatzimeletiou et al., 
2008). Esta explicación demostraría que NuMA y su papel en la correcta localización 
de los microtúbulos de los polos del huso es un componente necesario para que la 
progresión mitótica se realice de manera normal y para el desarrollo embrionario. Por 
otro lado, la letalidad embrionaria en ausencia de NuMA, se produce una vez que el 
embrión se ha implantado en la pared uterina, que tiene lugar a día 4,5 de desarrollo 
embrionario. En este momento es cuando la masa de células internas se divide en dos 
capas, una llamada hipoblasto, que se encuentra próximo al blastocele y da lugar al 
endodermo primitivo (y posteriormente a la capa más externa del saco vitelino), y la 
otra capa es el epiblasto, que dará lugar a todas las células del embrión,  y que por lo 
tanto se considera que está formado por células pluripotentes e indiferenciadas 
(Gilbert and Merlet-Benichou, 2000; Hogan et al., 1994) (Figura 29). Posteriormente, a 
día 6 de desarrollo embrionario, existen tres capas diferenciadas: el trofoblasto, el 
epiblasto y el endodermo primitivo. Durante la fase de gastrulación, el epiblasto 
embrionario se diferenciará en las tres capas germinales primarias: endodermo, 
mesodermo y ectodermo. En este punto, en el que las células del epiblasto comienzan 
a diferenciarse, es cuando se produce la letalidad del embrión en ausencia de NuMA. 




dar lugar a todos los tejidos que formarán parte del embrión. Se sabe que las células 
madre pueden dividirse para dar lugar a más células madre, pero también se dividen 
para dar lugar a células distintas que se diferenciarán específicamente según el caso. 
Para esto, pueden llevar a cabo divisiones asimétricas, mediante las cuales, las 
proteínas que determinan el destino de la célula se distribuyen asimétricamente, es 
decir, sólo en una de las dos células hijas. Por otro lado, también pueden orientar el 
plano de división de manera que sólo una de las células hijas mantenga el contacto 
con las células madre. Estas rutas han sido estudiadas principalmente en Drosophila, 
pero las moléculas que intervienen en estos procesos están muy conservadas en 
vertebrados, aunque el modo en el que actúan es específico de tejido y a veces muy 
diferente de los invertebrados. 
Los modelos animales de NuMA que hemos desarrollado pueden ayudarnos a 
entender las funciones esenciales de NuMA en las divisiones embrionarias y quizás 
también su papel durante las divisiones asimétricas.  En trabajos anteriores se habían 
determinado las proteínas asociadas con las divisiones asimétricas que tienen lugar 
durante el desarrollo de la epidermis (Lechler and Fuchs, 2005) y se sugirió que NuMA 
tenía un papel importante durante la orientación del huso mitótico para que tengan 
lugar dichas divisiones. En animales adultos no hay estudios que indiquen que el 
mecanismo de renovación de la epidermis a partir de las células basales sea 
exactamente el mismo. Según nuestras observaciones, las anomalías en el desarrollo 
de la piel de ratones condicionales tratados con tamoxifeno, y por lo tanto provocando 
la eliminación de la expresión de NuMA en piel, nos hacen pensar que probablemente 
el papel de NuMA en la orientación del huso sea de gran importancia para que este 
fenómeno ocurra, pudiendo concluir, que al menos en parte, las células de la 
epidermis se renuevan mediante divisiones asimétricas. Es necesaria una 
profundización en estos estudios usando los modelos generados en este trabajo para 
poder asegurar que esto sea así. 
La diversidad existente en el sistema nervioso central se debe a la existencia 
de progenitores neuronales que llevan a cabo diversos modos de divisiones, 
simétricas y asimétricas para mantener el número de células progenitoras y para 
producir células diferenciadas como neuronas y células gliales (Huttner and Kosodo, 
2005). Los progenitores del sistema nervioso central de Drosophila se han usado 
como modelo para comprender el proceso de división asimétrica, generación de las 
distintas líneas neuronales y más recientemente la biología de las células madre en 
vertebrados (Gonzalez, 2007). 
Si se compara la biología celular de las divisiones asimétricas de los 
progenitores neuronales entre Drosophila y mamíferos, encontramos bastantes 




al menos distinto, al eje de polaridad donde se localizan las proteínas que determinan 
el destino celular y que resulta en una división asimétrica. También se encuentran 
conservadas muchas proteínas clave para este tipo de divisiones, que contribuyen a la 
organización polarizada de las células progenitoras y que también presentan una 
distribución polarizada entre ellas. Sin embargo, existen algunas diferencias 
importantes entre ambos. Entre ellas se incluye la ausencia en mamíferos del proceso 
de delaminación y la necesidad de rotación del plano de división 90º para cambiar de 
división simétrica o proliferativa a división asimétrica o generadora de neuronas. Por lo 
tanto, el mayor reto sería el poder entender, a un nivel mecanístico de biología celular, 
cómo los productos de los genes que poseen papeles importantes en el control de la 
proliferación de los progenitores versus diferenciación, llegan a expresarse de manera 
distinta entre las células progenitoras y cómo pueden ejecutar su función. 
Se sabe que los mutantes de Mud (homólogo de NuMA en Drosophila) son 
viables pero presentan, entre otros, defectos en el cerebro (Guan et al., 2000; Prokop 
and Technau, 1994; Yu et al., 2000). Mud tiene tres isoformas, la más larga contiene 
una secuencia conservada evolutivamente que también se encuentra en NuMA 
(Prokop and Technau, 1994), además existe otra secuencia de 30 aminoácidos que 
también está conservada (Siller et al., 2006). Si a esto, le añadimos el hecho de que 
Mud (Drosophila), Lin5 (C. elegans) y NuMA (mamíferos), interaccionan con Pins 
(Drosophila), GPR1/2 (C. elegans) y LGN (mamíferos) (Du et al., 2002; Gotta et al., 
2003; Srinivasan et al., 2003), podemos pensar que NuMA en mamíferos, podría tener 
un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso central. 
También se ha propuesto que la orientación del huso regula el proceso de 
neurogénesis y determina el destino celular y la evolución del tamaño del cerebro en 
mamífero, aunque otros trabajos, en cambio, sugieren que la orientación del huso no 
tiene un efecto demasiado importante en estos procesos. Se han propuesto varios 
modelos para explicar cómo las células progenitoras del sistema nervioso de 
mamíferos se dividen de manera asimétrica. El primero propone una segregación 
asimétrica de los determinantes del destino celular de manera apical/basal. Es decir si 
son heredadas por la célula hija apical, dará lugar a un tipo de célula distinto a la 
célula hija basal. El segundo propone que un pequeño dominio apical puede ser 
heredado de manera asimétrica, incluso en los casos en los que se produzca una 
ligera desviación oblicua del plano de división vertical. Por último, otro modelo propone 
que la fibra basal se mantiene durante la mitosis y es heredada por una única célula 
hija (revisado en (Knoblich, 2008)). 
Según nuestros resultados, obtenidos tras analizar cortes histológicos de 
embriones y animales hipomórficos para NuMA, podemos resumir que a nivel 




desorganización en su localización y que en ratones adultos existe un incremento en el 
número de células progenitoras del sistema nervioso (inmunohistoquímicas para Sox2 
y Sox9), además de una disfunción en el comportamiento de los mismos (estudio de 
aprendizaje). Por lo tanto, aunque aún no está claro cuál es la manera por la cuál las 
células progenitoras neuronales se dividen de manera asimétrica, parece que el papel 
de NuMA en la orientación del huso mitótico está afectando la neurogénesis de ratón. 
Podremos sacar una conclusión más clara una vez tengamos analizados los ratones 
en los cuales NuMA está ausente específicamente el el sistema nervioso. Dichos 
ratones están en estos momentos en cruce (Nestin-Cre x NuMAlox/lox). Así mismo, la 
deleción condicional de NuMA en células posmitóticas (e.g. neuronas diferenciadas) 
podría discriminar el efecto de NuMA en la función de los microtúbulos de su función 


























































1. La mutación de Cdk6 R31C no tiene un efecto dramático en la proliferación 
celular de fibroblastos en cultivo. Tampoco interfiere en el proceso de 
inmortalización de los fibroblastos de acuerdo con la poca relevancia sugerida 
para esta proteína en este tipo celular. 
2. La mutación Cdk6 R31C no provoca defectos relevantes en el desarrollo y los 
ratones Cdk6 R31C son viables y nacen según la proporción mendeliana 
esperada. 
3. La presencia de la mutación Cdk6 R31C provoca defectivos proliferativos y de 
maduración en linfocitos resultando en el desarrollo de linfomas de células 
indiferenciadas en animales adultos. 
4. La combinación de las mutaciones Cdk6 R31C y Cdk4 R24C provoca una 
letalidad embrionaria tardía, probablemente debida a problemas de 
diferenciación hematopoyética y en concreto a problemas en la maduración de 
la línea eritroide debido a la falta de actividad de los inhibidores INK4. 
5. NuMA es esencial para el desarrollo embrionario y su ausencia provoca 
letalidad embrionaria temprana, a día 6,5 de desarrollo embrionario. 
6. La ausencia de NuMA en fibroblastos en cultivo tiene un efecto dramático en la 
progresión de las células en el ciclo celular, produciéndose un retraso en la 
entrada en mitosis, con defectos en la formación del huso mitótico. 
7. La expresión de NuMA parece ser necesaria para la correcta formación de 
diversos tejidos como la piel o el tejido nervioso y para la correcta proliferación 
de progenitores en esos tejidos.   
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Cdk4 and Cdk6 kinases regulate the entry into 
the cell cycle in response to the appropriate 
stimuli. Their activity is inhibited by INK4 
proteins, p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c and 
p19INK4d, which are induced in response to 
antimitogenic signals. To test the relevance of 
this inhibitory mechanism in vivo we have 
generated knock in mice that carry a mutation 
(Arg31 by Cys) that renders a Cdk6 protein 
insensitive to inhibition by INK4 proteins. 
Cdk6R31C/R31C mice display an increased 
number of DN4 immature lymphocytes 
suggesting a central role of Cdk6-INK4 
regulatory modules in the proliferative burst at 
the DN3-DN4 transition. Cdk6R31C/R31C T-
lymphocytes display increased proliferation 
and these mutant mice develop aggressive 
lymphomas formed of immature lymphocytes 
with age. The combination of Cdk4R24C and 
Cdk6R31C alleles in homocigosity results in 
lethality in late embryonic development. 
Cdk4R24C/R24C;Cdk6R31C/R31C embryos display 
hypoplastic fetal livers by embryonic day 
(E)16.5 in which several hematopoietic lineages 
are altered. In particular, there is an increased 
in nucleated and immature erythroblasts 
suggesting that INK4 inhibitors modulate 
erythroid differentiation by inhibiting Cdk4 





Cyclin-dependent kinases (Cdks) regulate 
multiple cellular processes including cell cycle 
progression, transcription or neuron biology 
(Malumbres and Barbacid, 2005). Among cell 
cycle Cdks, Cdk4 and Cdk6 are two highly-
related kinases (~70% homology) that 
phosphorylate retinoblastoma protein (pRB) 
family members and regulate progression through 
G1 to regulate DNA replication (S-phase). Both 
Cdk4 and Cdk6 are activated by D-type cyclins 
(D1, D2 and D3) which are mostly induced by 
mitogenic signals leading to Cdk4/6 activation 
and pRB phosphorylation in response to 
mitogenic signalling. Cdk-dependent 
phosphorylation of pRB ultimately results in its 
inactivation and the subsequent transcriptional 
induction of several genes required for S-phase or 
mitosis (Malumbres and Barbacid, 2001). 
   Cdk4 and Cdk6 are thought to be partially 
redundant in regulating G1 transition in cultured 
cells. In vivo, lack of either of these kinases 
results in specific defects in a cell-type specific 
manner. Thus, Cdk4 deficiency results in 
defective proliferation of postnatal pancreatic beta 
cells and pituitary cells (Rane et al., 1999; Tsutsui 
et al., 1999) whereas lack of Cdk6 provokes 
specific defects in hematopoietic cells (Hu et al., 
2009; Malumbres et al., 2004). These two 
proteins compensate each other in specific tissues 
as concomitant ablation of both Cdk4 and Cdk6 
results in embryonic lethality due to defective 
erythropoiesis (Malumbres et al., 2004). Further 
compensatory roles by other members of the Cdk 
family, i.e. Cdk2 or Cdk1, have also been 
identified. Thus, in the absence of Cdk4/6, Cdk2 
may be able to bind D-type cyclins (Malumbres et 
al., 2004). Finally, Cdk1 may also efficiently bind 
D-type cyclins in the absence of Cdk4, Cdk6 and 
Cdk2 (Santamaria et al., 2007) suggesting that all 
these cell cycle kinases may participate in the 
G1/S transition. The relative functional 
requirements for each of these kinases suggests 
that the Cdk family has evolved to support 
controlled proliferation of the multiple cell types 
in mammals (Malumbres and Barbacid, 2009). 
